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BLOQUE I: RESPUESTA INMUNE  
El término inmunidad hace referencia a la protección del organismo frente a agentes extraños. 
Las células y moléculas que están implicadas en la inmunidad constituyen el sistema inmune (SI) y la 
respuesta que desencadenan frente a la presencia de tales agentes se denomina respuesta inmune. 
Esta respuesta se subdivide a su vez en dos: una reacción temprana o inmunidad innata y una 
reacción tardía o inmunidad adaptativa. La suma de ambas de forma coordinada es lo que da lugar a 
una respuesta inmune completa y eficaz. Para ello, los dos tipos de respuestas forman un sistema 
integral en el que se establecen multitud de conexiones, siendo dependientes una de la otra. Por un 
lado, la respuesta inmune innata estimula la respuesta inmune adaptativa y modula su naturaleza. 
Por el otro, la respuesta inmune adaptativa potencia la respuesta inmune innata. Esta interrelación 
entre ambos tipos de respuesta se consigue mediante la comunicación, tanto de forma directa como 
indirecta, entre las células pertenecientes a la inmunidad innata y adaptativa. Fundamentalmente 
tiene lugar a través de las citocinas, las quimiocinas y los receptores de ambas. Resultado de esta 
comunicación, se produce la coordinación entre ambos sistemas que da lugar a la respuesta inmune 
eficaz, capaz de eliminar el agente causante del daño. (Peña, 2003; Male et al. 2007; Murphy et al. 2009; 
Abbas et al. 2012). 
1. INMUNIDAD INNATA 
La inmunidad innata constituye la primera línea de defensa frente a la infección o el daño. 
Consta de mecanismos celulares y bioquímicos que tienen la capacidad de responder de forma 
inmediata frente a los agentes infecciosos o moléculas indicadoras de daño tisular. Esta respuesta se 
produce gracias al reconocimiento de estructuras compartidas por grupos de microorganismos 
relacionados o patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs, del inglés Pathogen-Associated 
Molecular Pattern), que tiene lugar a través de los receptores de reconocimiento de patógenos o de 
PAMPs (PRRs, del inglés Pattern Recognition Receptors), como los receptores tipo Toll (TLRs, del inglés 
Toll-Like Receptors) (Janeway y Medzhitov, 2002; Kumar et al., 2011). Esta respuesta inicial consigue 
impedir, controlar o eliminar la infección, así como eliminar las células dañadas e iniciar el proceso de 
reparación tisular. Los dos principales tipos de respuestas del SI innato son la inflamación y la defensa 
antivírica. La inflamación es un proceso consistente en el reclutamiento de leucocitos y proteínas 
plasmáticas desde la sangre hacia los tejidos en los que se localiza el foco de infección, donde tiene 
lugar su activación y la destrucción de los patógenos. Por su parte, la defensa antivírica consiste en la 
aparición de cambios celulares que impiden la replicación del virus y aumentan su sensibilidad a la 
acción de los linfocitos.  
La inmunidad innata en su conjunto está formada por componentes de diversos tipos (véase 
Figura 1). Estos componentes son: barreras físicas y químicas, tales como los epitelios y las secreciones 
antimicrobianas que producen; componentes celulares, es decir células inmunes implicadas en los 




desempeñan multitud de funciones desarrolladas por el componente celular, o proteínas sanguíneas, 
como las que forman parte del sistema del complemento.  
Figura 1. Respuesta inmune innata y adaptativa. 
 
Nota: Representación esquemática de los componentes que forman parte de las respuestas inmunes innata y adaptativa. 
El componente celular de la inmunidad innata comprende diferentes tipos de células, tales 
como fagocitos, células dendríticas, algunos linfocitos y granulocitos. Los fagocitos son células del SI 
innato cuya función principal es identificar, fagocitar o ingerir, y destruir los microbios (Male et al., 
2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012). Las células que forman parte de este grupo pueden ser 
neutrófilos o macrófagos. Los neutrófilos (fagocitos polimorfonucleares) son la población más 
abundante de leucocitos circulantes y se encargan de la destrucción de microorganismos patógenos 
(Dale et al., 2008; Wilgus et al., 2013). Por su parte, los macrófagos (fagocitos mononucleares) 
desempeñan importantes funciones tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa, tales como 
ingerir y eliminar patógenos; participar en el proceso de “limpieza” tras una infección o un daño 
tisular ingiriendo células muertas del huésped; secretar citocinas; presentar antígenos a los linfocitos 
T; y promover la reparación tisular mediante angiogénesis y fibrosis (Wynn y Barron, 2010; Murray y 
Wynn, 2012; Wynn et al., 2013). Por otro lado, las células dendríticas (DCs, del inglés Dendritic Cells) 
son células presentadoras de antígeno (APCs, del inglés Antigen Presenting Cells) cuya principal 
función es capturar antígenos microbianos y mostrárselos a los linfocitos T causando su activación, 
proliferación y diferenciación (Boltjes y van Wijk, 2014). Este tipo celular une la respuesta inmune 
innata con la adaptativa, por lo que puede ser considerado como un componente de ambos sistemas. 
Por su parte, los linfocitos son células características del SI adaptativo dada su capacidad de reacción 




que poseen receptores invariables que no presentan especificidad. Los linfocitos implicados en la 
respuesta inmune innata son los linfocitos citolíticos naturales y los linfocitos T y B con 
especificidad de antígeno limitada. Los linfocitos citolíticos naturales (NK, del inglés Natural Killer) 
son un tipo de linfocitos que desempeñan importantes funciones en el SI innato, actuando frente a 
virus y bacterias intracelulares (Sun y Lanier, 2011; Vivier y Ugolini, 2011). Su nombre deriva de la 
capacidad de estas células para realizar su función citolítica sin diferenciación y expansión previa y su 
mecanismo de acción está basado en la liberación de gránulos citotóxicos hacia la célula diana (Sun y 
Lanier, 2011; Vivier et al., 2011). Por otra parte, existen ciertos subgrupos de linfocitos T y B que 
presentan una diversidad de receptores de antígeno muy limitada relacionada con el reconocimiento 
de PAMPs (Male et al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012). Los subgrupos de linfocitos T con 
especificidad limitada son: linfocitos T citolíticos naturales invariantes (iNKT, del inglés invariant 
Natural Killer T cells) y los linfocitos T con TCR (del inglés T Cell Receptor) de tipo γδ. Dentro del grupo 
de linfocitos B, los linfocitos con especificidad limitada son: linfocitos B-1 y linfocitos B de la zona 
marginal. Finalmente, los mastocitos, basófilos y eosinófilos, además de los neutrófilos, forman parte 
del grupo de células denominadas granulocitos o leucocitos polimorfonucleares. Estas células 
presentan numerosas funciones (Abraham y St. John, 2010; Min et al., 2011; Jönson y Daëron, 2012; 
Kita, 2013). Su nombre se debe a las formas variables que puede presentar su núcleo y a que poseen 
un alto contenido en gránulos citoplasmáticos, los cuales contienen mediadores inflamatorios y 
antimicrobianos tales como citocinas e histamina, entre otros, que participan en la respuesta inmune 
innata (Male et al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012).  
2. INMUNIDAD ADAPTATIVA 
La inmunidad adaptativa consiste en una respuesta inmune que reconoce de forma específica el 
agente infeccioso. Se trata de una respuesta que es estimulada por la infección aumentando su 
magnitud con cada exposición sucesiva al mismo patógeno, por lo que también se le ha denominado 
inmunidad adquirida. Este tipo de inmunidad presenta dos características definitorias: la gran 
especificidad y la memoria o capacidad de “recordar” la respuesta frente a un antígeno determinado. 
La especificidad se basa en la existencia de un amplio repertorio de receptores presentes en los 
linfocitos capaces de reconocer regiones moleculares muy concretas. Tales receptores son el TCR 
presente en los linfocitos T y el BCR (del inglés B Cell Receptor) propio de los linfocitos B. Gracias a 
ellos, el SI adaptativo es capaz de reconocer y reaccionar frente a un enorme número de patógenos y 
otras moléculas, por lo que también se le ha denominado inmunidad específica.  
Los principales componentes que forman parte de la inmunidad adaptativa son los linfocitos y 
sus productos de secreción, entre los que se encuentran, además de las citocinas, los anticuerpos. En 
función de los componentes que participan en la respuesta frente a un patógeno, la respuesta inmune 
adaptativa puede ser de dos tipos: inmunidad humoral e inmunidad celular. Diferentes patógenos 




especializado. (Male et al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012). De forma resumida, las 
principales características de cada una de las respuestas son: 
 Inmunidad humoral 
 La inmunidad humoral está basada en la acción de los anticuerpos. Se trata de moléculas presentes 
en el sistema sanguíneo y linfático y en las secreciones mucosas, que son producidas por los 
linfocitos B. Los anticuerpos reconocen las moléculas “extrañas” (antígenos) evitando así su 
potencial infeccioso y permitiendo su eliminación. Existien diferentes tipos de anticuerpos que 
pueden activar mecanismos efectores diversos lo que muestra que la respuesta humoral es una 
respuesta especializada. Este tipo de inmunidad constituye la principal defensa frente a los 
microorganismos extracelulares.  
 Inmunidad celular 
 La inmunidad celular es llevada a cabo por medio de los linfocitos T. Este tipo de respuesta 
complementa la inmunidad humoral encargándose del aclaramiento de los patógenos 
intracelulares, que quedan fuera del alcance de ésta. Esta respuesta da lugar a la destrucción de los 
microorganismos residentes en los fagocitos y otras células, así como a la desaparición de las 
células infectadas para suprimir los reservorios de la infección. 
Tanto la respuesta humoral como la respuesta celular se caracterizan por una serie de 
propiedades que definen la respuesta inmune adaptativa. Estas características son: especificidad y 
diversidad, memoria inmunológica, expansión clonal y ausencia de reactividad frente a lo propio. La 
especificidad de la respuesta inmune adaptativa se debe a que se trata de una respuesta específica 
frente a un determinado antígeno. De hecho, la respuesta se produce frente a regiones concretas del 
antígeno que se denominan epítopos. La diversidad se consigue gracias a que existe un amplio 
repertorio de clones de linfocitos dotados de distintas especificidades. Por su parte, la memoria 
inmunológica se basa en el hecho de que la exposición a un antígeno favorece la capacidad del SI 
adaptativo para responder de nuevo frente a ese mismo antígeno. Esta cualidad se debe a que la 
exposición frente al antígeno genera células de memoria específicas que tienen una vida larga. Por 
otro lado, la expansión clonal se refiere a la proliferación de un grupo de linfocitos que pertenecen a 
un mismo clon y, por tanto, comparten receptores idénticos frente a un mismo antígeno. Por último, la 
ausencia de reactividad frente a lo propio tiene lugar ya que el SI presenta la capacidad de reconocer 
antígenos extraños sin activarse frente a antígenos propios del individuo. (Male et al., 2007; Murphy et 
al., 2009; Abbas et al., 2012). 
Los linfocitos T constan de varios subgrupos con características fenotípicas y funcionales 
diferentes. Existen dos grandes grupos de linfocitos T clasificados en función de la proteína de 
membrana que expresan. Los linfocitos T colaboradores o linfocitos T con grupo de diferenciación 4 
(CD4, del inglés Cluster of Differentiation 4) o linfocitos T helper (Th, del inglés T helper cell), se 




citotóxicos o citolíticos (CTL, del inglés Cytotoxic T Lymphocyte) o linfocitos T CD8, se encargan de la 
eliminación de las células portadoras de antígenos extraños en su superficie. Al igual que el resto de 
células sanguíneas, los linfocitos surgen a partir de precursores de médula ósea. Tras su generación, 
pasan por estadios de maduración complejos y secuenciales gracias a los cuales adquieren sus 
características fenotípicas y funcionales (Roth y DeFranco, 1995; Lai y Kondo, 2008). Después de su 
maduración en el timo (linfocitos T), los linfocitos se denominan linfocitos vírgenes o naïve. Estas 
células se caracterizan porque nunca se han expuesto al antígeno que reconocen y se encuentran en un 
estado de reposo. Una vez que se exponen al antígeno presentado por la APC, se produce la 
estimulación de los linfocitos naïve, lo que da lugar a la expansión clonal. Al activarse, los linfocitos 
aumentan su tamaño, pasando a denominarse linfoblastos, los cuales se diferencian dando lugar a 
linfocitos efectores o de memoria. Los linfocitos efectores son aquellos que tienen capacidad de 
respuesta frente al antígeno. Por su parte, los linfocitos de memoria son linfocitos que pueden 
sobrevivir en un estado inactivo durante meses o años tras el fin de la respuesta inmune y se encargan 
de la respuesta inmune desencadenada en sucesivas exposiciones frente a un mismo antígeno. (Male et 
al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012). 
3. COMUNICACIÓN CELULAR EN EL SISTEMA INMUNE 
Como se menciona con anterioridad, el desarrollo de una respuesta inmune eficaz depende de 
la coordinación entre la respuesta innata y la respuesta adaptativa, para lo cual es necesario que 
existan mecanismos de comunicación celular. Estos mecanismos permiten tanto la comunicación entre 
células del SI, como entre células del SI y células pertenecientes a otros sistemas. La comunicación 
puede ser directa, entre célula y célula, o puede estar mediada por moléculas solubles, las cuales 
permiten la comunicación entre células que no están en contacto directo. Este tipo de comunicación 
indirecta está ampliamente desarrollada en el SI y se lleva a cabo principalmente por dos tipos de 
moléculas, las citocinas y las quimiocinas.  
3.1. CITOCINAS 
Las citocinas son moléculas solubles no específicas de antígeno. Comprenden un amplio grupo 
de proteínas y glicoproteínas, que generalmente son de bajo peso molecular y están constituidas por 
un número de aminoácidos que varía desde 120 hasta 180. Principalmente las producen los linfocitos, 
aunque pueden ser secretadas por otros muchos tipos celulares. Por lo general se secretan de forma 
breve y limitada, pero su liberación es rápida y masiva, lo que provoca una respuesta muy eficaz. La 
comunicación intercelular que permiten las citocinas puede ser de diferentes tipos en función del 
alcance de su efecto. De este modo se distinguen la comunicación autocrina, que tiene lugar cuando la 
citocina actúa sobre la misma célula que la ha producido; la comunicación paracrina, que se produce 
cuando la citocina ejerce su acción sobre células cercanas; y la comunicación endocrina, que tiene 
lugar cuando la citocina actúa sobre células distantes tras su liberación al sistema sanguíneo o 




 Las citocinas constituyen un grupo muy diverso de moléculas que presenta múltiples funciones 
tanto en el SI innato como adaptativo, mediando todos los aspectos de ambos sistemas. A pesar de la 
gran diversidad, existen dos características generales comunes a las diferentes citocinas: el 
pleiotropismo y la redundancia. El pleiotropismo tiene lugar ya que cada citocina es capaz de actuar 
sobre varios tipos celulares pertenecientes a diferentes tejidos, desempeñando diversas funciones. Por 
otra parte, las citocinas son redundantes puesto que diferentes citocinas pueden ejercer una misma 
función. Por tanto, los efectos biológicos causados por las citocinas pueden ser muy variados. 
Intervienen en distintos procesos celulares, tales como mitosis, diferenciación, migración, 
supervivencia y muerte celular. Además de su implicación en las respuestas inmunes, desempeñan 
importantes funciones en la embriogénesis y el desarrollo de órganos, así como en procesos 
neuroinmunes y neuroendocrinos. (Ozaki y Leonard, 2002; Borsih et al., 2003; Peña, 2003; Male et al., 
2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012) 
3.1.1. Clasificación de citocinas 
El conjunto de citocinas forma un grupo muy diverso que se agrupa en diferentes tipos en 
función de varios parámetros. De modo general, las citocinas pueden dividirse en dos grandes grupos 
en base a la respuesta inflamatoria que desencadenan: citocinas pro-inflamatorias y citocinas anti-
inflamatorias o inmunosupresoras. Las citocinas pro-inflamatorias son aquellas que favorecen el 
desarrollo de la respuesta inflamatoria. Pertenecen a este grupo, entre otras, la interleucina 1 (IL-1), la 
IL-6, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα, del inglés Tumor Necrosis Factor alpha) y el interferón 
gamma (IFNγ). Por su parte, las citocinas anti-inflamatorias son aquellas que ejercen un efecto 
supresor de la respuesta inflamatoria, inhibiendo el crecimiento celular o suprimiendo la secreción de 
otras citocinas. Algunas citocinas pertenecientes a este grupo son la IL-4, la IL-13 y la IL-10.  
De un modo más específico, las citocinas pueden ser clasificadas en base a la función prioritaria 
que realizan. Así, pueden distinguirse cuatro grupos de citocinas: citocinas estimuladoras del 
crecimiento y la diferenciación de células hematopoyéticas, citocinas mediadoras de la inmunidad 
innata, citocinas activadoras de células inflamatorias inespecíficas y citocinas reguladoras de la 
activación, proliferación y diferenciación de linfocitos. Las citocinas estimuladoras del crecimiento y 
la diferenciación de células hematopoyéticas pueden ser producidas por células del estroma de 
médula ósea y por linfocitos T. Presentan un potente efecto estimulador del crecimiento y la 
diferenciación de progenitores de médula ósea que se convierten en células sanguíneas maduras. 
Algunos ejemplos de citocinas de esta familia son: el factor estimulante de colonias de granulocitos y 
macrófagos (GM-CSF, del inglés Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor), la IL-3, la IL-7, la 
IL-9 y la IL-11. Las citocinas mediadoras de la inmunidad innata son producidas por células de tipo 
fagocitario en respuesta a la presencia de agentes infecciosos. Dentro de este grupo se incluyen, entre 
otras citocinas, los interferones de tipo I, el TNF y las interleucinas IL-12, IL-6 e IL-1. Por su parte, las 
citocinas activadoras de células inflamatorias inespecíficas son generadas por linfocitos T en 




inespecíficas. Pertenece a este grupo de citocinas por ejemplo la IL-5, entre otras. Por último, las 
citocinas reguladoras de la activación, proliferación y diferenciación de linfocitos son secretadas 
por linfocitos T en respuesta a la presencia de su antígeno específico. Son las encargadas de 
“orquestar” la respuesta inmune adaptativa mediando la activación de la respuesta humoral de los 
linfocitos B y las respuestas citotóxicas producidas por otros linfocitos T. Algunas de estas citocinas 
son la IL-2, la IL-15 y la IL-4.  
Estas clasificaciones permiten agrupar de un modo más o menos aproximado a las citocinas en 
base a sus efectos biológicos. No obstante, se debe tener en cuenta que, dada su cualidad pleiotrópica, 
una misma citocina puede pertenecer a diferentes grupos dentro de una misma clasificación.  
3.1.2. Receptores y mecanismos de transducción de señales de citocinas  
Las citocinas ejercen su acción mediante la unión a receptores específicos que se localizan en la 
superficie celular. Estos receptores son proteínas de membrana glicosiladas que permiten la 
transmisión de la señal de la citocina al interior celular. Constan de una región extracitoplasmática que 
tiene la capacidad de unirse a la citocina, una región transmembranal y una región citoplasmática, que 
interviene en la transmisión de señales al interior de la célula. Aunque existen diferentes tipos de 
receptores, generalmente los receptores funcionales son complejos multicatenarios que presentan una 
cadena de unión específica de ligando (cadena específica) y una cadena traductora de señales (cadena 
común), que activa diferentes vías de señalización y que es compartida por otros receptores. En 
general, la transducción de señales requiere de la unión de varias cadenas específicas 
(homodimerización) o de la cadena específica con la cadena común (heterodimerización). La 
dimerización es lo que permite que se forme un receptor funcional de alta afinidad. En algunos casos, 
puede necesitarse la interacción de tres cadenas para formar un receptor de alta afinidad. De hecho, 
los receptores de citocinas tienen la cualidad de presentar una muy alta afinidad por sus ligandos, por 
lo que la secreción de pequeñas cantidades de citocinas es suficiente para que ejerzan su acción. La 
expresión de los receptores puede ser constitutiva o puede requerir la activación celular previa. Por lo 
general, la activación celular causa un incremento en el número de receptores expresados en la célula. 
Aunque puede estar restringida a unos pocos tipos celulares, la distribución celular de los receptores 
suele ser muy amplia. Esta amplia distribución, junto con este tipo de estructura propia de los 
receptores, puede explicar las principales características de las citocinas. Los efectos de redundancia se 
producen ya que muchas citocinas comparten la misma cadena transductora de señales de su receptor, 
mientras que el pleiotropismo tiene lugar ya que una misma citocina puede desencadenar la 
activación de diferentes cascadas de señalización. (Bagley et al., 1997; Grötzinger, 2002; Peña, 2003; 
Male et al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012). 
La unión de la citocina a su receptor da lugar a la transducción de señales que causa el efecto 
biológico final. La transducción de señales se refiere a las respuestas bioquímicas intracelulares que 
tienen lugar después de la unión de un ligando a su receptor. La señal iniciada generalmente consiste 




receptor y las proteínas que interaccionan con él, que conducen posteriormente a la activación y/o 
translocación al núcleo de factores de transcripción que se encontraban silenciados en la célula en 
reposo. Se inicia entonces la fase nuclear (respuesta secundaria), en la que los factores de transcripción 
modulan la expresión génica. En función de los genes que se expresan o se silencian, tienen lugar 
diversas consecuencias para la célula, tales como la supervivencia celular, la inducción de 
diferenciación, la adquisición de funciones concretas, la activación de la apoptosis, etc. En el caso de 
los receptores de citocinas, tras la unión del ligando al receptor, se produce la oligomerización de 
varias cadenas de receptores, lo que permite el contacto entre las regiones citoplasmáticas causando la 
activación de los mecanismos de señalización específicos de cada familia de receptores. De modo 
general, la transducción de señales se produce mediante la fosforilación de proteínas celulares, 
incluyendo el propio receptor, lo que da lugar a su activación. La fosforilación de proteínas celulares 
causa a su vez la activación de factores de transcripción que permiten la transcripción de 
determinados genes, lo que causa el efecto final correspondiente. (Grötzinger, 2002; Peña, 2003; Male 
et al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012). 
En función de su estructura, en concreto en base a regiones comunes de homología dentro de 
los miembros de una misma familia, los receptores pueden ser clasificados en tres familias, cada una 
de las cuales emplea mecanismos de señalización específicos (Darnay y Aggarwal, 1997; 
Moutoussamy et al., 1998; Peña, 2003; Langer et al., 2004a; Male et al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas 
et al., 2012; Li et al., 2013a). Brevemente, las características estructurales y los mecanismos de 
señalización celular específicos de cada familia de receptores son:  
 Superfamilia de receptores de inmunoglobulinas 
Esta familia está formada por receptores que contienen en la región extracitoplasmática un número 
variable de dominios similares a los de las inmunoglobulinas, mientras que en la región 
citoplasmática contienen secuencias tirosina cinasa a través de las cuales tiene lugar la 
transducción de las señales. La señalización de los receptores de la familia de las inmunoglobulinas 
está mediada por tanto por actividad tirosina cinasa. Las secuencias tirosina cinasa citoplásmáticas 
fosforilan residuos de tirosina del propio receptor y de las proteínas celulares. La fosforilación 
puede hacerse en más de un sitio, pudiéndose activar vías diferentes, tales como la vía de la 
fosfolipasa C (PLC, del inglés Phospholipase C), la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K, del inglés 
PhosphoInositide 3 Kinase), las cinasas de la familia Src, etc. El resultado final de la activación de 
estas vías es la regulación de la transcripción génica de las proteínas implicadas en distintos 
procesos celulares. Dentro de esta familia se encuentran los receptores de citocinas implicadas en el 
crecimiento celular, como por ejemplo el receptor del factor de crecimiento estimulante de colonias 
de macrófagos (M-CSFR, del inglés Macrophage Colony- Stimulating Factor Receptor).  
 Superfamilia de receptores de citocinas 
Esta familia también se ha denominado familia de receptores de factores de crecimiento 
hematopoyéticos. En función de su relación evolutiva, los receptores pertenecientes a esta familia 




 Receptores de clase 1. Esta clase de receptores comprende aquellos receptores que presentan en 
su región extracitoplasmática dos pares de residuos de cisteína conservados en el extremo N-
terminal y un motivo Trp-Ser-X-Trp-Ser (WSXWS, siendo X un aminoácido no conservado) en 
el extremo carboxiterminal. Su región citoplasmática se caracteriza por la presencia de dos 
motivos conservados denominados box1 y box2. Estos receptores forman complejos 
multicatenarios dando lugar generalmente a heterodímeros. Están formados por una o más 
cadenas específicas de unión a ligando y la cadena de transducción de señales común. En base a 
la cadena común que presentan, pueden ser clasificados, existiendo subgrupos que contienen 
cadena gamma común (γc), cadena beta común (βc) o cadena gp130. Pertenecen a esta clase de 
receptores la mayoría de los receptores de citocinas.  
 Receptores de clase 2. Estos receptores, al igual que los receptores de clase 1,  presentan en su 
región extracelular dos residuos conservados de cisteína, pero no contienen motivo WSXWS. 
Consisten en una cadena polipeptídica de unión a ligando y una cadena transductora de 
señales. Se incluyen en esta clase los receptores de los interferones y los receptores de algunas 
citocinas como la IL-10. 
La superfamilia de receptores de citocinas media su señalización mediante actividad Jak y STAT 
(Moutoussamy et al., 1998; Peña, 2003; Male et al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012; 
Turner et al., 2014). La activación del receptor da lugar a cascadas de señalización intracelular que 
implican la activación de la familia de cinasas Janus (Jak, del inglés Janus kinase) y la activación de 
una familia de factores de transcripción denominada transductores de señal y activadores de la 
transcripción (STAT, del inglés Signal Transducer and Activator of Transcription). Tras su activación, 
las proteínas STATs dimerizan y se translocan al núcleo donde activan la transcripción génica. 
Ambas familias de proteínas están compuestas por varios miembros. Se ha observado que existe 
una asociación entre el receptor y las proteínas Jak y STAT que se activan. De manera que, distintas 
citocinas activan determinadas vías Jak-STAT causando la modulación de la transcripción de 
diferentes genes (O´Shea y Plenge, 2012). Un ejemplo de receptor que señaliza mediante esta vía es 
el receptor de la IL-6 (IL-6R) (Turner et al., 2014).  
 Familia de receptores de factor de necrosis tumoral 
Pertenecen a esta familia aquellos receptores que presentan en el dominio extracelular tres o cuatro 
secuencias conservadas ricas en cisteína. Estos receptores se encuentran formando trímeros pre-
formados que sufren un cambio conformacional al unirse a su ligando. La señalización de los 
receptores de la familia del TNF tiene lugar mediante la activación de NFκB. Está mediada por la 
activación de factores asociados al receptor de TNF (TRAF, del inglés TNF Receptor Associated 
Factor). Estos receptores interaccionan con las proteínas TRAF formando complejos multi-
moleculares que, en último término, causan la activación del factor de transcripción denominado 
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFκB, del inglés 
Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), el cual desempeña una función central 
en la inflamación, la activación linfoide y la supervivencia celular (Vallabhapurapu y Karin, 2009). 




A pesar de la existencia de mecanismos de transducción de señales específicos de los distintos 
grupos de receptores, no existe una especificidad absoluta en relación a los mecanismos de 
transducción de señales. Además de los mecanismos de señalización específicos, existen mecanismos 
de transducción de señales que son comunes entre las distintas familias de receptores. De modo que, 
varios tipos de receptores pueden desencadenar la activación de diversas vías, como la mediada por la 
activación de cinasas de la familia Src o la vía Ras, que causa la activación de la cascada de cinasas de 
proteína activadas por mitógenos (MAPK, del inglés Mitogen-Activated Protein Kinases). Así mismo, 
dado que una misma citocina puede desencadenar la activación de varias vías de señalización, la 
señalización es frecuentemente compartida con otras citocinas.  
3.1.3. Mecanismos reguladores de citocinas 
Tal y como se apunta anteriormente, la acción de las citocinas es clave en la respuesta inmune, 
presentando efectos biológicos muy numerosos que conciernen a la inmunidad innata y adaptativa. 
Por ello, los mecanismos reguladores que involucran a las citocinas son cruciales en la regulación de la 
respuesta inmune. Estos mecanismos reguladores se desarrollan en tres ámbitos. Por un lado, existen 
moduladores que afectan directamente a las citocinas. Dichos moduladores pueden actuar sobre la 
síntesis o secreción de las mismas, o pueden modular su actividad. Por otro lado, es posible regular los 
efectos biológicos de las citocinas mediante la modulación de la expresión de sus receptores. Por 
último, existen mecanismos moduladores que afectan a las vías de señalización que activan las 
citocinas.  
La expresión de las citocinas está fuertemente regulada. Generalmente no se producen de 
forma constitutiva, sino tras la activación celular. Su síntesis está regulada por diversas señales 
extracelulares que inducen o inhiben su producción. Entre las diferentes señales destaca la presencia 
de otras citocinas. Es decir, algunas citocinas pueden inducir o modular, potenciando o inhibiendo, la 
producción de otras, estableciéndose así un mecanismo regulador de la respuesta inmune. De manera 
que la regulación entre citocinas da lugar a la aparición de efectos sumatorios, sinérgicos o 
antagónicos. Por otro lado, la presencia de receptores solubles constituye un mecanismo regulador de 
la actividad de las citocinas. Además de expresarse como proteínas de membrana, muchos receptores 
de citocinas pueden ser sintetizados como proteínas solubles. La existencia de estos receptores 
solubles puede causar varios efectos. El antagonismo constituye el efecto biológico más común. El 
resultado es la inhibición de la señalización celular. Sin embargo, además de funciones inhibidoras, los 
receptores solubles pueden presentar funciones potenciadoras facilitando la señalización intracelular 
en células que no expresan el receptor funcional completo. Conjuntamente con las citocinas, la 
expresión de sus receptores también está fuertemente regulada. Las señales reguladores pueden ser 
sus propios ligandos u otras citocinas y pueden ser potenciadoras o inhibidoras. Finalmente, los 
mecanismos reguladores que conciernen a las vías de señalización son muy variados dada la 
diversidad de vías de señalización que pueden activarse. Así mismo, el número de moduladores 
aumenta ya que son muchas las proteínas y factores implicados en cada vía de señalización. Por 




las citocinas (SOCS, del inglés Suppresors Of Cytokine Signaling), las tirosina fosfatasas o las proteínas 
inhibidoras de STAT activado (PIAS, del inglés Protein Inhibitors of Activated STAT). (Moutoussamy et 
al., 1998; Peña, 2003; Levine., 2004; Male et al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012). 
3.2.  QUIMIOCINAS 
Las quimiocinas son pequeñas moléculas proteicas, pertenecientes a la familia de las citocinas 
cuyo nombre proviene de “citocinas quimiotácticas”, ya que se caracterizan por poseer propiedades 
quimioatrayentes. Su característica bioquímica común es la presencia de cuatro residuos de cisteína 
conservados que se unen formando dos puentes disulfuro, los cuales resultan esenciales para la 
actividad de la molécula. Son producidas por muchos tipos celulares de diferentes tejidos, como 
leucocitos, plaquetas, fibroblastos, células endoteliales, células epiteliales y células acinares. Se 
secretan de forma constitutiva o en respuesta a estímulos exógenos y endógenos, tales como 
productos bacterianos o citocinas pro-inflamatorias. Dada su actividad quimioatrayente, es muy 
importante su implicación en la regulación del trasvase de leucocitos hacia los tejidos. Cuando se 
inicia la respuesta inmune, rápidamente son secretadas para permitir la migración de las células 
inmunes hacia el foco de inflamación, mediante el establecimiento de gradientes de quimiocina. Ésta 
constituye su principal función, sin embargo ejercen otras funciones relacionadas con los procesos 
inflamatorios y con la organización tisular. En relación con la inflamación, además de participar en los 
procesos quimiotácticos, las quimiocinas son capaces de activar células inmunes como neutrófilos o 
linfocitos T. En cuanto a sus propiedades pleiotróficas, participan en la maduración celular, la 
estimulación o represión de la angiogénesis, el desarrollo de órganos linfoides, etc. (Adams y Lloyd, 
1997; Baggiolini et al., 1997; Rollins, 1997; Luster, 1998; Rossiy Zlotnik, 2000; Borish y Steinke, 2003; 
Peña, 2003; Rot y von Andrian, 2004; Male et al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012; Turner et 
al., 2014). 
3.2.1.  Clasificación de quimiocinas 
Clásicamente las quimiocinas se han clasificado en base a su estructura. Estas moléculas 
presentan una región N-terminal conservada caracterizada por la presencia de dos cisteínas. Esta 
región sufre modificaciones en función del tipo de quimiocinas. De modo que, dependiendo del 
número y la localización de los residuos cisteína N-terminales, pueden distinguirse cuatro grupos de 
quimiocinas: quimiocinas CXC, quimiocinas CC, quimiocinas C y quimiocinas CX3C. Las quimiocinas 
CXC, también denominadas quimiocinas α, presentan las dos cisteínas N-terminales separadas por un 
aminoácido, de modo que la secuencia resultante es Cis-X-Cis (siendo X cualquier aminoácido). Por lo 
general, las quimiocinas pertenecientes a esta familia son potentes quimioatrayentes para los 
neutrófilos. Forman parte de esta familia por ejemplo la quimiocina CXCL8. Por otro lado, las 
quimiocinas CC, también denominadas quimiocinas β, tienen las dos cisteínas N-terminales 
adyacentes, es decir, no presentan aminoácido intermedio, por lo que la secuencia resultante es Cis-
Cis. Mayoritariamente, las quimiocinas pertenecientes a esta familia están involucradas en la 




representativo de esta familia es la quimiocina RANTES o CCL5. Por su parte, las quimiocinas C, 
también conocidas como quimiocinas γ, presentan únicamente una cisteína. Se conocen dos 
quimiocinas pertenecientes a este grupo, denominadas XCL1 y la XCL2 (del inglés chemokine C motif 
Ligand), cuya principal función es la quimiotaxis de linfocitos T y células NK. Por último, las 
quimiocinas CX3C, también denominadas quimiocinas δ, presentan tres aminoácidos entre las dos 
cisteínas N-terminales. Por el momento, únicamente se ha descrito una quimiocina perteneciente a 
este grupo, denominada CX3CL1 (del inglés, chemokine C-X3-C motif Ligand 1), que presenta una 
función quimioatrayente y actúa también como molécula de adhesión. Posteriormente, las 
quimiocinas se han clasificado teniéndose en cuenta criterios funcionales. De forma general se 
establecen dos grandes grupos, las quimiocinas implicadas en las reacciones inflamatorias y las 
quimiocinas que intervienen en organización tisular o quimiocinas homeostáticas. Las quimiocinas 
inflamatorias, aquellas quimiocinas que intervienen en las reacciones inflamatorias, generalmente son 
producidas de forma inducible, en respuesta a la presencia de estímulos inductores de inflamación. 
Dada la importancia de su función quimioatrayente, es posible clasificarlas en función del tipo celular 
principal sobre el que actúan. Así, se distinguen quimiocinas inflamatorias, que presentan capacidad 
quimioatrayente sobre monocitos y neutrófilos, e inmunoquimiocinas, que tienen capacidad 
quimioatrayente sobre linfocitos. Por otro lado, las quimiocinas homeostáticas participan en 
funciones pleitróficas. Se producen de forma constitutiva y suelen expresarse en tejidos y órganos 
específicos. (Rollins, 1997; Luster, 1998; Peña, 2003; Male et al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 
2012). Los distintos tipos de quimiocinas estructurales pueden presentar características de diferentes 
tipos de quimiocinas funcionales. Por ejemplo, existen quimiocinas CXC que pertenecen al grupo 
funcional de quimiocinas inflamatorias y al grupo de inmunoquimiocinas.  
3.2.2. Receptores y mecanismos de transducción de señales de quimiocinas 
Los receptores de quimiocinas se caracterizan por presentar una estructura que consta de una 
región extracelular corta (N-terminal), siete dominios transmembrana muy conservados con tres 
bucles intracelulares y tres bucles extracelulares, y un extremo citoplasmático corto (C-terminal). Su 
expresión celular puede ser constitutiva o inducida. El conjunto de receptores de quimiocinas puede 
ser dividido en dos en función de su especificidad de ligando. Así se distinguen receptores específicos 
y receptores compartidos. Los receptores específicos son aquellos que se unen a un ligando concreto. 
Pertenece a este grupo, por ejemplo, el receptor para la CXCL8, es decir el receptor de quimiocina tipo 
C-X-C 1 (CXCR1, del inglés C-X-C chemokine Receptor 1). Por otra parte, atañen al grupo de receptores 
compartidos aquellos que tienen capacidad de unión a más de un ligando. Sus ligandos son 
quimiocinas de un tipo u otro. Un ejemplo de receptor de tipo compartido es el receptor de 
quimiocina tipo C-C 1 (CCR1, del inglés C-C chemokine Receptor 1), que tiene afinidad por quimiocinas 
de tipo CC.  
Los receptores de quimiocinas se encuentran asociados en su extremo carboxiterminal a 




receptores denominados receptores acoplados a proteínas G (GPCRs, del inglés G Protein-Coupled 
Receptors). Al igual que algunos de los receptores para citocinas, estos receptores también presentan la 
capacidad de homo y heterodimerizar, de manera que no señalizan de forma aislada, sino que forman 
estructuras complejas. La formación de estas estructuras da lugar a múltiples consecuencias 
funcionales tales como la modulación de la afinidad de unión al ligando o la activación de diferentes 
vías de señalización, entre otras, modificando por tanto su farmacología (Muñoz et al., 2012). Las 
proteínas G son las encargadas de iniciar la transducción de la señal al interior celular mediante la 
activación de varias enzimas citoplasmáticas, entre ellas la PLC, que da lugar a la activación de  la 
proteína quinasa C (PKC, del inglés Protein Kinase C). Estos procesos desencadenan la activación de 
diferentes cascadas de señalización, como la vía de señalización de las MAPK, lo que finalmente 
desemboca en la activación de determinados factores de transcripción que modulan la expresión 
génica. Por otro lado, la activación de las proteínas G estimula cambios en el citoesqueleto y la 
polimerización de los filamentos de actina y miosina, lo que aumenta la motilidad celular. Además, 
estas señales cambian la conformación de las integrinas de la superficie celular y aumentan su 
afinidad hacia sus ligandos. Todo ello contribuye a que se produzca la migración celular. (Baggiolini 
et al., 1997; Luster, 1998; Peña, 2003; Male et al., 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012). 
3.2.3.  Mecanismos reguladores de quimiocinas 
Las quimiocinas son moléculas altamente inducibles. La inducción de su síntesis puede estar 
mediada por estímulos inflamatorios o por la presencia de agentes externos que causan daño tisular. 
Generalmente se producen en respuesta a infecciones bacterianas o virales, que promueven la 
liberación de estímulos pro-inflamatorios, lipopolisacárido (LPS) o productos bacterianos. A pesar de 
la variedad de estímulos inductores, normalmente son las propias citocinas pro-inflamatorias las que 
inducen su secreción. Así, la presencia de IL-1 o IFNγ, entre otras, induce la secreción de quimiocinas 













BLOQUE II: LINFOCITOS T COLABORADORES  
Las células T CD4 son un subgrupo de linfocitos caracterizado, como su propio nombre indica, 
por la expresión de la molécula de superficie CD4. Se les denomina también linfocitos T colaboradores 
o T helper debido a la gran importancia de su función colaboradora con los linfocitos B en la 
producción de anticuerpos. No obstante, además de esta colaboración, las células T CD4 desempeñan 
otras funciones centrales en el SI como el aumento y el mantenimiento de las respuestas de los 
linfocitos T CD8 y la regulación de la función macrofágica.  
La población linfoide T CD4 no es una población celular homogénea, sino que existen diversos 
subtipos celulares dentro de ella. Los diferentes subtipos de linfocitos Th se clasifican en función de 
una serie de propiedades definitorias tales como: la producción de citocinas características de cada 
subtipo, la activación de factores de transcripción concretos, la expresión en membrana de 
determinadas moléculas de superficie (receptores para citocinas y quimiocinas y moléculas de 
adhesión), y la presencia de modificaciones epigenéticas en los loci de los genes característicos. Estas 
propiedades definitorias de los linfocitos Th se adquieren durante el proceso de diferenciación, el cual 
es un proceso dirigido y muy regulado. La diferenciación, dirigida fundamentalmente por las 
citocinas presentes en el microambiente, da lugar a la aparición de modificaciones epigenéticas y a la 
activación de la transcripción. De manera que, en función de las citocinas presentes en cada momento, 
se producen unas u otras modificaciones epigenéticas y se activan determinados factores de 
transcripción, propios de cada uno de los subgrupos.  
Los linfocitos T CD4 naïve producen sobre todo IL-2. Sin embargo, al diferenciarse, son capaces 
de producir una gran variedad de citocinas. Las citocinas producidas por las distintas subpoblaciones 
determinan las funciones efectoras que los linfocitos desarrollan. Cada subpoblación produce de 
forma mayoritaria una citocina que, en varios casos, da nombre a la subpoblación. Esta citocina 
característica de cada subtipo recibe el nombre de “citocina característica” o “signature cytokine”. Sin 
embargo, a pesar de la existencia de una citocina característica, los linfocitos tienen la capacidad de 
producir una combinación de varias citocinas. Dada la gran variedad de combinaciones de citocinas 
producidas, los distintos subgrupos de linfocitos colaboradores dan lugar a respuestas muy diferentes 
y participan en la defensa contra distintos tipos de agentes infecciosos. A pesar de que son 
identificables varios subgrupos de células Th, muchos linfocitos producen otras combinaciones 
diferentes de citocinas o sólo alguna de las citocinas características de cada subpoblación, por lo que 
no son fáciles de clasificar en poblaciones separadas. Además, existen subpoblaciones que presentan 
características de dos subgrupos diferentes y subtipos que, una vez diferenciados, presentan 
plasticidad fenotípica pudiendo transformarse de una población a otra cuando existen cambios en las 
condiciones de activación.  
En suma, la variabilidad celular de los linfocitos T CD4; la complejidad de los procesos de 




en cada subtipo; así como la plasticidad existente entre unas subpoblaciones y otras; hacen de estas 
células un objeto de estudio muy interesante y con amplias proyecciones tanto en la respuesta inmune 
como en la aparición de inmunopatología.  
1. CLASIFICACIÓN Y DIFERENCIACIÓN DE LINFOCITOS T COLABORADORES 
Dentro de los linfocitos T colaboradores se incluyen diferentes tipos de células efectoras 
involucradas en la defensa frente a una amplia variedad de agentes infecciosos. Por otro lado, otros 
linfocitos Th muestran propiedades reguladoras, presentando una función moduladora e inhibidora 
de la respuesta inmune que ajusta la magnitud de la respuesta y controla la aparición de 
autoinmunidad.  
Las primeras evidencias de la existencia de, al menos, dos poblaciones de células T CD4 
efectoras fueron apuntadas en 1972 y 1978 por Parish y Liew y Tada et al., respectivamente (Parish y 
Liew, 1972; Tada et al., 1978). Años después, en 1986 Mosmann y sus colaboradores demostraron que 
la heterogeneidad funcional en las células T CD4 murinas se debía a la producción de diferentes 
combinaciones de citocinas (Mosmann et al., 1986), lo cual fue posteriormente confirmado en células T 
CD4 humanas (Del Prete et al., 1991; Parronchi et al., 1991). Así, las células Th fueron clasificadas en 
dos subpoblaciones, Th1 y Th2. Unos años más tarde, en 1995, el grupo de Sakaguchi identificó las 
células T reguladoras (Treg), desarrolladas en el timo y caracterizadas por la expresión en superficie 
de CD25 y por su función supresora, que permitía evitar la autoinmunidad (Sakaguchi et al. 1995; 
Asano et al. 1996). Más tarde, en 2003, Chen y sus colaboradores demostraron la existencia de las 
células Treg inducibles, al descubrir la conversión de células T naïve en células Treg en la periferia 
(Chen et al. 2003a). Al margen de las células reguladoras, el paradigma de linfocitos efectores Th1/Th2 
se mantuvo durante años hasta que, en 2005, un tercer subtipo de células efectoras fue identificado, el 
subgrupo Th17 (Harrington et al., 2005; Park et al., 2005). Aunque la existencia de la IL-17A (en adelante 
IL-17)  como un producto de células T CD4 activadas se conocía desde hacía más de 10 años, el 
reconocimiento de la presencia de células Th17 como una subpoblación distinta fue posterior. Más 
recientemente, se han identificado otros subtipos de linfocitos T CD4 cuya existencia como 
poblaciones Th separadas está aún por determinar. Así, se han definido los linfocitos T colaboradores 
foliculares (Tfh, del inglés T follicular helper) (Schaerli et al., 2000), Th9 (Dardalhon et al., 2008; 
Veldhoen et al., 2008a) y Th22 (Eyerich et al., 2009; Trifari et al. 2009). 
La heterogeneidad de las células Th está ligada al proceso de diferenciación linfoide. La 
diferenciación de una célula Th es el proceso mediante el cual una célula T CD4 naïve adquiere un 
fenotipo determinado. La adquisición del fenotipo específico depende del ambiente de citocinas, así 
como de la concentración de antígeno presentada, el tipo de APCs presentes y la presencia de 
moléculas co-estimuladoras. Las características concretas del proceso de diferenciación varían 




proceso es muy similar y presenta una serie de propiedades generales comunes. Estas características 
generales del proceso de diferenciación son:  
 Las APCs y otras células presentes en el lugar de la respuesta inmune producen citocinas que son 
las principales encargadas de dirigir el desarrollo de los diferentes linajes de linfocitos Th. Aunque 
diversas señales ambientales influyen en el proceso de diferenciación, el microambiente de 
citocinas que rodea a la célula naïve es decisivo para la diferenciación celular hacia un fenotipo 
concreto. Cada linaje requiere de la presencia de determinadas citocinas para su diferenciación.  
 El proceso de diferenciación conlleva la activación de determinados factores de transcripción que 
activan la transcripción de diversos genes, destacando los genes que codifican para las citocinas 
que se expresan en las poblaciones diferenciadas. Cada subgrupo se caracteriza por la activación de 
un factor de transcripción característico que se conoce como master regulator o “regulador maestro”. 
Además, cada subpoblación presenta activados otros factores de transcripción entre los cuales 
generalmente se encuentra uno o más miembros de la familia de factores de transcripción STAT.  
  La diferenciación implica la aparición de una serie de modificaciones del patrón de expresión 
génica que afectan a los loci de los genes de citocinas características de cada subpoblación, entre las 
que se encuentran las modificaciones epigenéticas y las modificaciones ejercidas por los miRNAs.  
 Los mecanismos que dan lugar a la diferenciación están fuertemente regulados. Una característica 
importante de la regulación es la producción de citocinas que promueven el desarrollo de su 
propia subpoblación e inhiben la diferenciación de otros subgrupos de células Th.  
El proceso de diferenciación es un proceso secuencial que se desarrolla en varias fases, a lo largo 
de las cuales la célula naïve se compromete hacia un linaje concreto (véase Figura 2). En primer lugar 
la diferenciación comienza con la exposición de la célula al antígeno, con la consiguiente estimulación 
del TCR, así como a las señales co-estimuladoras presentadas junto con el antígeno por las APCs. Esto 
desencadena la activación de una cascada de señalización celular que da lugar a la activación de 
determinados factores de transcripción. A esta primera fase se le denomina fase de inducción de la 
diferenciación. Además de la señalización mediada por el TCR, durante esta fase es clave la 
señalización desencadenada por la citocinas presentes en el microambiente que rodea a la célula naïve 
cuando tiene lugar el encuentro con el antígeno. Tras la fase de inducción se produce la fase de 
polarización de la diferenciación. Esta fase de polarización es comúnmente denominada fase de 
amplificación, pero puede subdividirse en una fase de amplificación y una fase de estabilización. 
Para que tenga lugar la diferenciación terminal de un subtipo Th no es suficiente con la exposición 
inicial a las citocinas, sino que es necesaria la presencia de otras citocinas que participan en las fases de 
amplificación y estabilización de la subpoblación. Finalmente, una vez desarrollada la respuesta 
inmune, se produce la finalización de la señalización que mantiene la población o su inhibición. De 





Figura 2. Fases de la diferenciación de las células T colaboradoras. 
 
Nota: Representación esquemática de las diferentes fases que tienen lugar durante la diferenciación linfoide. Modificado de 
Locksley et al 2009.  
Las características principales de cada uno de los subtipos de linfocitos Th, así como las vías de 
señalización que tienen lugar en los linfocitos T CD4 naïve durante sus procesos de diferenciación, se 
resumen brevemente a continuación. Dado que el análisis detallado acerca de las células Th17 
comprende uno de los objetivos claves de la presente tesis, la descripción de sus características, 
diferenciación, función, así como su implicación en patología, se desarrollará ampliamente en 
posteriores bloques (véase Bloque III y Apartado 4 del Bloque V, Introducción). 
1.1. CARACTERÍSTICAS Y DIFERENCIACIÓN DE LINFOCITOS Th1 
Los linfocitos Th1, se encargan principalmente de la respuesta inmune desencadenada frente a 
infecciones intracelulares como las causadas por micobacterias y las infecciones virales (véase Figura 
3). Su función efectora se desempeña gracias a la producción de citocinas características. 
Especialmente, estos linfocitos producen la citocina IFNγ (también denominada IFN de tipo II), la cual 
media la activación macrofágica, lo que conduce a la eliminación de patógenos intracelulares (Murray 
et al., 1985). Además de IFNγ, las células Th1 producen otras citocinas tales como IL-2, TNFα y 
linfotoxina α (Lfα). La IL-2 desempeña un papel importante como factor inductor de crecimiento de 
células T CD8 (Luckheeram et al., 2012). Esta activación de los CTLs, junto con la secreción de IFNγ, da 
lugar a la protección frente a infecciones virales. Por su parte, la citocina TNFα colabora junto con 
IFNγ en la activación macrofágica (Liew et al., 1990). Finalmente, la expresión de Lfα se ha asociado a 
numerosas acciones biológicas, pero destaca su capacidad de inducción de apoptosis (Etemadi et al., 
2013). En cuanto a la colaboración con los linfocitos B, las células Th1 murinas promueven la 
producción de anticuerpos de tipo inmunoglobulina G2a (IgG2a), lo cual está asociado a la 




La diferenciación de los linfocitos Th1 es dirigida fundamentalmente por las citocinas IL-12 e 
IFNγ y está mediada por la expresión de los factores de transcripción T-bet (también denominado 
factor de transcripción de unión a caja 21, Tbx21, del inglés T-box transcription factor), STAT1 y STAT4. 
El proceso comienza gracias a la IL-12 producida por las APCs activadas, la cual induce la 
diferenciación hacia la subpoblación Th1 mediante su acción sobre las células NK y T. Esta citocina 
activa las células NK para producir IFNγ (Zhu y Paul, 2008), el cual activa el factor de transcripción 
STAT1 en las células T CD4 naïve activadas e induce el aumento de expresión de T-bet (Afkarian et al., 
2002). El factor de transcripción T-bet a su vez induce la producción de IFNγ en la propia célula  
(Szabo et al., 2000) y la sobre-expresión de la subunidad IL-12Rβ2 del receptor de la IL-12 (Mullen et 
al., 2001). De este modo las células pueden responder a la IL-12 secretada por las APCs. Sobre las 
células T CD4, la IL-12 induce la activación de STAT4 que da lugar a la inducción de una mayor 
producción de IFNγ y a la expresión sostenida de IL-12Rβ2 (Zhu et al., 2010). De este modo la 
colaboración entre IFNγ e IL-12 induce a la diferenciación terminal de la subpoblación Th1.  
Figura 3. Características y diferenciación de las células Th1. 
 
Nota: Representación esquemática de la diferenciación, las principales características y la función de los linfocitos Th1.  
Una vez diferenciadas, las células Th, además de caracterizarse por la secreción de citocinas se 
identifican por expresar en su membrana determinados receptores de citocinas y quimiocinas. En el 
caso de las células Th1 expresan en la membrana las subunidades señalizadoras de los receptores para 
las citocinas IL-12 e IL-18, es decir, IL-12Rβ2 e IL-18Rα respectivamente (Zhu y Paul, 2008), así como 
los receptores de quimiocinas CXCR3 y CCR5 (Bonecchi et al., 1998). 
Independientemente de la función protectora de estas células, son muchas las enfermedades 
que se han asociado a este subtipo de linfocitos T CD4, tales como la psoriasis, la esclerosis múltiple, la 




diabetes tipo 1 (T1D, del inglés Type 1 Diabetes), etc (Kagami et al., 2010; Chen et al., 2012; Ishigame et 
al., 2013; Karabiyik et al., 2013; Lowther et al., 2013; Zorzi et al., 2013). 
1.2. CARACTERÍSTICAS Y DIFERENCIACIÓN DE LINFOCITOS Th2 
Los linfocitos Th2 participan en la respuesta inmune producida frente a parásitos y alérgenos, 
estimulando las reacciones mediadas por la IgE y el eosinófilo (Allen y Maizels, 2011) (véase Figura 4). 
Estas células secretan IL-4, IL-5 e IL-13 que actúan juntas para erradicar las infecciones helmínticas, 
pero además producen otras citocinas tales como IL-9 e IL-25. La IL-4 y la IL-13 son las principales 
mediadoras de la respuesta inmune alérgica, induciendo en los linfocitos B el cambio de isotipo de 
anticuerpo de IgG1 a IgE (Annunziato y Romagnani, 2009). La IL-5, por su parte, principalmente actúa 
sobre los eosinófilos promoviendo su diferenciación, proliferación, activación y adhesión e inhibiendo 
su apoptosis (Yamaguchi et al., 1988; Walsh et al., 1990; Yamaguchi et al., 1991). Asimismo, la IL-9 y la 
IL-25 contribuyen a la respuesta desarrollada frente a infecciones causadas por helmintos (Faulkner et 
al., 1998; Fort et al., 2001).    
Las citocinas IL-4 e IL-2 son críticas para la diferenciación del subtipo Th2, mientras que el 
factor de transcripción característico de esta subpoblación es el factor denominado proteína 3 de unión 
a GATA (GATA3). Además de dicho factor de transcripción, dentro de la familia de los STAT, la 
activación de STAT6 y STAT5 es clave para la diferenciación de las células Th2. El proceso de 
diferenciación comienza mediante la inducción de la activación del factor de transcripción STAT6 a 
través de la señalización mediada por la IL-4, lo que desemboca en la expresión de GATA3 (Zeng, 
2013), el cual aumenta la producción de las citocinas características del subtipo, IL-4, IL-5 e IL-13 (Zhu 
et al., 2006). Sin embargo, GATA3 no es capaz por si solo de regular la expresión de todos los genes 
específicos del linaje Th2, sino que necesita de la colaboración de otros factores como el factor de 
crecimiento independiente 1 (Gfi-1, del inglés Growth factor independent-1) o factores de transcripción 
de la familia STAT. De una parte, Gfi-1 promueve la expansión de los linfocitos Th2 (Zhu et al., 2006). 
Por otra parte, STAT3 actúa cooperando con STAT6, permitiendo la correcta interacción de éste con 
los loci (Stritesky et al., 2011). La colaboración de STAT5 con GATA3 es necesaria para conseguir la 
diferenciación terminal de las células Th2, ya que GATA3 por sí sólo no induce la producción de IL-4 
que se encarga de conducir la fase de amplificación de la diferenciación (Zhu et al., 2006).  
Tras diferenciarse, los linfocitos Th2 se caracterizan por presentar en membrana una alta 
expresión de los receptores para las citocinas IL-4, IL-2 e IL-33, es decir, IL-4Rα, CD25 o IL-2Rα y 
T1/ST2 o IL-1R tipo 1 (IL-1R1), respectivamente. Los receptores de quimiocinas que expresan 






Figura 4. Características y diferenciación de las células Th2. 
 
Nota: Representación esquemática de la diferenciación, las principales características y la función de los linfocitos Th2.  
Si bien los linfocitos Th2 ejercen una función protectora frente a los alérgenos, su 
sobreactivación se ha asociado al desarrollo de asma y enfermedades alérgicas, aunque también se han 
visto asociados con otras enfermedades tales como la colitis ulcerosa (Danese y Fiocchi, 2011; Kudo et 
al., 2013; Romeo et al., 2014).  
1.3. CARACTERÍSTICAS Y DIFERENCIACIÓN DE LINFOCITOS T REGULADORES 
Los linfocitos T reguladores son los responsables de mantener la homeostasis inmune (véase 
Figura 5). Se caracterizan por presentar actividad supresora sobre otras células inmunes, incluyendo 
APCs y células T CD4, T CD8, NK, B y linfocitos T citolíticos naturales (NKTs, del inglés Natural Killer 
T cells). Limitan el grado de activación inmunitaria, regulando la inmunidad frente a infecciones 
virales, bacterianas y parasitarias. Asimismo, estos linfocitos están involucrados en la modulación de 
las respuestas inmunes dirigidas frente a tumores y en el mantenimiento de la tolerancia frente a 
tejidos trasplantados y de la tolerancia materno-fetal. Dada su función supresora se caracterizan por 
prevenir la aparición de reacciones autoinmunes, así como la inmunopatología y la alergia. Las 
principales citocinas que secretan los linfocitos Treg son IL-10, el factor de crecimiento transformante 
beta (TGFβ, del inglés Transforming Growth Factor beta) e IL-35. Se trata de citocinas comúnmente 
conocidas por su capacidad inhibidora sobre la respuesta inflamatoria, lo que las hace fundamentales 
para el mantenimiento de la homeostasis inmune. En cuanto a la colaboración con los linfocitos B, las 
células Treg median acciones tanto inmunosupresoras como inmunoestimuladoras a través de la 
secreción de TGFβ, ya que inhiben la secreción de IgM, IgG1, IgG2 e IgG3 pero inducen la secreción de 
IgA e IgG2b por parte de las células B (Corthay, 2009). 
La población de células Treg puede clasificarse atendiendo al lugar de desarrollo de las células, 




Los linfocitos Treg naturales (nTreg) provienen de linfocitos T CD4 naïve que se comprometen hacia 
una actividad reguladora en el timo. Mientras que los linfocitos Treg adaptativos o inducidos (iTreg) 
proceden de linfocitos T CD4 naïve que se diferencian hacia células Treg en la periferia. A su vez, 
constituyen un grupo heterogéneo que incluye varios subtipos que presentan diferentes fenotipos y 
propiedades.  
En la diferenciación de los linfocitos iTreg, TGFβ es la citocina crítica responsable y el factor de 
transcripción denominado Forkhead box protein 3 (Foxp3) constituye el master regulator específico de 
linaje (Chen et al., 2003a; Hori et al., 2003; Fontenot et al., 2003). Además de Foxp3, otros factores de 
transcripción están involucrados en la diferenciación de este subtipo de células Th, tales como los 
factores de transcripción de la familia Smad y la proteína STAT5. El proceso de diferenciación 
comienza a través de la señalización de TGFβ, la cual desemboca en la inducción de la expresión de 
Foxp3 (Chen et al., 2003a). La vía de señalización de esta citocina da lugar a la activación de los 
factores de transcripción Smad. Las proteínas Smad2 y Smad3 son fosforiladas y activadas 
directamente por el receptor de TGFβ, tras lo cual forman heterodímeros con Smad4 y se translocan al 
núcleo donde potencian la expresión de Foxp3 (Takimoto et al., 2010). Por otro lado, esta expresión de 
Foxp3 se incrementa aún más gracias a la acción de la IL-2 que media la activación de STAT5, la cual 
potencia la expresión de Foxp3 (Burchill et al., 2007).  
Figura 5. Características y diferenciación de las células Treg. 
 
Nota: Representación esquemática de la diferenciación, las principales características y la función de los linfocitos Treg.  
Una vez diferenciadas, los altos niveles de expresión del marcador de superficie CD25 
caracterizan a las células Treg (Sakaguchi et al., 1995). Así mismo, expresan en membrana el marcador 
antígeno 4 asociado a linfocito citotóxico o CTLA-4 (del inglés Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen) y el  
receptor de TNF inducido por glucocorticoides (GITR, del inglés Glucocoticoid-Induced TNF Receptor 
family related gene) (Takahashi et al., 2000; McHugh et al., 2002). En cuanto a los receptores de 




proponen que los distintos quimiorreceptores se asocian a la diferente distribución tisular y/o función 
de los linfocitos Treg (Campbell y Koch, 2011).  
Al contrario que en el caso de las células Th efectoras, cuya respuesta exacerbada se asocia a la 
aparición de numerosas enfermedades inflamatorias y autoinmunes, en el caso de las células Treg es 
su déficit el que se asocia a autoinmunidad, inmunopatología y alergia. Muchos estudios han 
mostrado la asociación entre el número y/o función reducidos de células Treg y la aparición de 
numerosas enfermedades autoinmunes, incluyendo AR (Ehrenstein et al., 2004), T1D (Lindley et al., 
2005), esclerosis múltiple (Viglietta et al., 2004) y lupus eritematoso sistémico (Horwitz, 2008), entre 
otras. Sin embargo, su presencia también ha sido relacionada con enfermedad. Tal es el caso de los 
procesos tumorales, en los que la presencia de Treg se ha asociado con la obstaculización del 
desarrollo de la respuesta inmune efectiva frente a las células tumorales (Yamaguchi y Sakaguchi, 
2006). 
1.4. CARACTERÍSTICAS Y DIFERENCIACIÓN DE LINFOCITOS Th17 
La subpoblación Th17 ha sido descrita recientemente y su presencia se ha asociado al desarrollo 
de diversas patologías. Su estudio es de gran actualidad científica y, a pesar de los numerosos 
avances, aún quedan muchos aspectos de esta subpoblación por definir. El análisis detallado acerca de 
las células Th17 comprende uno de los objetivos claves de la presente tesis, por lo que se desarrollará 
ampliamente con posterioridad (véanse Bloques III y V de la Introducción). 
De forma resumida, cabe destacar que los linfocitos Th17 se encargan de la respuesta inmune 
desarrollada en la presencia de hongos y bacterias extracelulares fundamentalmente a través del 
reclutamiento de leucocitos, especialmente neutrófilos, en los lugares de infección. Esta subpoblación 
produce varias citocinas, siendo la más destacada la IL-17, que media la mayoría de sus acciones. 
También, las citocinas IL-17F, IL-21 e IL-22 son características de estos linfocitos.  
La diferenciación Th17 se estimula en presencia de la combinación de varias citocinas pro-
inflamatorias producidas en respuesta a la infección. A diferencia de los procesos de diferenciación de 
otros linfocitos Th efectores (Th1 y Th2) los cuales están bastante bien descritos, en el caso de la 
subpoblación Th17 existen ciertas controversias en relación a las citocinas involucradas en la 
diferenciación. No obstante, de modo general, las citocinas principalmente involucradas, en mayor o 
menor medida, en la diferenciación del linaje Th17 son TGFβ, IL-6, IL-1β, IL-21 e IL-23. La 
diferenciación de esta subpoblación se produce gracias a la expresión de los factores de transcripción 
denominados receptores huérfanos relacionados con el receptor de ácido retinoico (ROR, del inglés 
Retinoic acid receptor-related Orphan Receptor) de tipo γt y tipo α , así como STAT3, siendo RORγt el 
factor de transcripción conocido como master regulator. 
Una vez diferenciados, los linfocitos Th17 se caracterizan por expresar altos niveles del receptor 




A pesar de su función protectora frente a infecciones, desde su descubrimiento, las células Th17 
se han visto involucradas en una gran variedad de patologías inflamatorias y autoinmunes tales como 
AR, psoriasis, esclerosis múltiple, T1D, etc. 
1.5. CARACTERÍSTICAS Y DIFERENCIACIÓN DE OTROS LINFOCITOS Th 
En los últimos años, se está procurando caracterizar otros posibles subtipos de linfocitos T CD4 
diferentes a las subpoblaciones mejor conocidas (véase Figura 6). Uno de estos subtipos lo constituyen 
las células Tfh, caracterizados por su expresión en membrana del receptor CXCR5 (Breitfeld et al., 
2000; Schaerli et al., 2000). Estos linfocitos son las principales células Th presentes en los folículos 
linfoides y ejercen funciones relacionadas con el desarrollo del centro germinal y la generación de 
células plasmáticas y células B memoria, presentando una función importante en la activación de la 
inmunidad humoral (Crotty, 2011; Cannons et al., 2013). Los linfocitos Tfh presentan una gran relación 
con otros subtipos. Muestran expresión de factores de transcripción relacionados con otros linfocitos 
Th, así como producción de diversas citocinas relacionadas con otras subpoblaciones linfoides 
(Cannons et al., 2013). Por otro lado, todas las células T CD4 tienen capacidad de migrar a las regiones 
foliculares. Además, se sabe que se trata de células Th con una gran plasticidad hacia otros fenotipos 
linfoides (Crotty, 2011; Cannons et al., 2013). Todo ello hace que la existencia de estas células como un 
nuevo linaje separado del resto de subpoblaciones Th sea aún cuestionable. Algunos autores han 
sugerido la posibilidad de que se trate de un estado “camaleónico” de otras células Th adquirido en la 
región folicular (Murphy y Stockinger, 2010). Los linfocitos Tfh se diferencian en presencia de IL-6 e 
IL-21 (Nurieva et al., 2008; Vogelzang et al., 2008). La proteína 6 del linfoma de células B (Bcl-6, del 
inglés B-cell lymphoma 6) es el factor de transcripción característico de estos linfocitos (Nurieva et al., 
2009; Yu et al., 2009), el cual se activa mediante la señalización de ambas citocinas a través de la 
activación del factor de transcripción STAT3 (Nurieva et al., 2008). Una vez diferenciada, esta 
subpoblación produce abundantes cantidades de IL-21 (Nurieva et al., 2008). Sin embargo, estas 
células también son capaces de producir otras citocinas. De acuerdo con ello, Fazilleau y sus 
colaboradores clasifican los linfocitos Tfh en: Tfh1, que secreta IFNγ y promueve la producción de 
IgG2a; Tfh2, que secreta IL-4 favoreciendo la producción de IgG1 e IgE; y Tfh10 que secreta IL-10 y 
promueve la secreción de IgA (Fazilleau et al., 2009). 
Otra subpoblación muy recientemente caracterizada la integran los linfocitos Th9. Se trata de un 
subtipo fuertemente relacionado con la subpoblación Th2, la cual, en presencia de TGFβ, se re-
diferencia hacia células productoras de IL-9 (Veldhoen et al., 2008a). Estas células se generan gracias a 
la acción de TGFβ e IL-4 (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al., 2008a) y se ha propuesto que el factor 
de trascripción SFFV proviral integration 1 o PU.1 es su principal factor requerido durante la 
diferenciación (Chang et al., 2010). Además, se ha mostrado que  el factor regulador de interferón 4 
(IRF4, del inglés Interferon Regulatory Factor) también está implicado en la diferenciación de estas 
células (Staudt et al., 2010). Los linfocitos Th9 se caracterizan, como su propio nombre indica, por la 




aunque también se han asociado con inflamación alérgica crónica (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et 
al., 2008a; Chang et al., 2010; Jones et al., 2012; Kerzerho et al., 2013; Licona- Limón et al., 2013).   
Figura 6. Características y diferenciación de otros linfocitos Th. 
 
Nota: Representación esquemática de la diferenciación, las principales características y la función de los linfocitos Tfh, Th9 y 
Th22.  
Recientemente, se ha descrito otro subtipo de linfocitos Th característico de la piel y definido 
por la producción de IL-22 y TNFα, la subpoblación Th22 (Eyerich et al., 2009). Sin embargo, aún hoy 
la existencia de esta población como un linaje separado está puesta en entredicho dado que la IL-22 es 
producida por otras células, especialmente los linfocitos Th17. Duhen y sus colaboradores han 
mostrado que los linfocitos Th22 se diferencian mediante la estimulación de los linfocitos T naïve en 
presencia de DCs plasmacitoides de manera dependiente de IL-6 y TNF (Duhen et al., 2009). Esta 
diferenciación parece ser dependiente del factor de transcripción denominado receptor de aril 
hidrocarburos (AhR, del inglés Aryl hidrocarbon Recpetor) (Trifari et al., 2009). La función de estas 
células es importante para el mantenimiento de la homeostasis en la piel, siendo un importante 
componente en la defensa antimicrobiana de las mucosas (Duhen et al., 2009). Sin embargo, también se 
han asociado a la aparición de numerosas patologías dérmicas, tales como psoriasis, dermatitis atópica 





1.6. MODIFICACIONES DEL PATRÓN DE EXPRESIÓN GÉNICA IMPLICADAS EN 
LA DIFERENCIACIÓN DE LINFOCITOS Th 
Durante el proceso de diferenciación de los linfocitos Th tienen lugar diversas modificaciones 
del patrón de expresión génica, tanto transcripcionales como y post-transcripcionales. Las diversas 
modificaciones forman parte de un proceso de regulación que es altamente dinámico y que presenta 
las características claves de heredabilidad y especificidad de tejido.  
 Las modificaciones epigenéticas forman parte de la remodelación de la cromatina que se 
produce a lo largo de la diferenciación linfoide. El término epigenética fue acuñado por primera por 
Waddintong para describir los cambios hereditarios, en el fenotipo o en la expresión génica, que se 
producen sin que tengan lugar modificaciones en la secuencia del ADN. Dada la estructura 
fuertemente compactada de la cromatina, muchas regiones del ADN quedan inaccesibles para la 
maquinaria transcripcional. De modo que, la remodelación estructural de los loci se convierte en un 
prerrequisito para la transcripción de muchos genes (Janson et al., 2009). Las modificaciones que 
permiten esta remodelación constituyen la base de la epigenética. La regulación epigenética incluye 
modificaciones del ADN y modificaciones de histonas. La recolocación estructural del nucleosoma, las 
modificaciones post-translacionales de las histonas y las metilaciones de dinucleótidos CpG 
constituyen los principales tipos de modificaciones de la cromatina (Janson et al., 2009). Las 
modificaciones más comunes de las histonas son la acetilación y la metilación. La acetilación se asocia 
con activación de la transcripción, mientras que la metilación se asocia con activación o represión en 
función del lugar en el que se localiza el grupo metilo (Janson et al., 2009). Existen muchas 
modificaciones de histonas diferentes. Destacan la trimetilación de la histona 3 en la posición 4 y 27 
(H3K4m3 y H3K27m3, respectivamente) que se asocian con activación y represión de la cromatina, 
respectivamente. Por su parte, la metilación del ADN ocurre predominantemente sobre dinucleótidos 
CpG, que normalmente se encuentran en regiones conservadas del ADN, y se asocia con represión 
transcripcional (Janson et al., 2009).  
En células T CD4 se han descrito diferentes modificaciones epigenéticas que implican activación 
o represión génica, asociadas a distintas regiones genómicas tales como promotores, regiones 
transcritas, enhancers o insulators (Hirahara et al., 2011). Durante el proceso de diferenciación de las 
células naïve hacia un fenotipo concreto se producen diversas modificaciones epigenéticas que 
conllevan la activación de los genes específicos de linaje y la represión de genes específicos de otros 
linajes. La activación o represión de los genes tiene lugar gracias a que los cambios epigenéticos se 
producen de forma que los genes característicos del subgrupo se vuelven más accesibles para la 
maquinaria transcripcional y los genes característicos de otros subgrupos se vuelven inaccesibles. 
Generalmente estas modificaciones consisten en hiperacetilaciones, metilaciones o desmetiliaciones 
(Janson et al., 2009) que tienen lugar mediante la señalización activada por el TCR y las citocinas 
presentes en el ambiente local. Estas señales controlan activamente y modifican la expresión génica en 




provocan la activación de master regulators y otros factores de transcripción como los STATs, que 
poseen habilidad para inducir remodelaciones en la cromatina a través de sus regiones de unión al 
ADN (Janson y Winquist, 2011). De manera que, en respuesta a dichos factores de transcripción, 
aparecen lugares de hipersensibilidad del ADN a la acción de las enzimas que llevan a cabo las 
modificaciones (Janson et al., 2009). Estos cambios epigenéticos aseguran que cada subgrupo produzca 
sólo un grupo característico de citocinas comprometiéndose progresivamente en una vía específica. Se 
han descrito modificaciones epigenéticas en Th1, Th2, iTreg y Th17. En cada una de las 
subpoblaciones diferenciadas estas modificaciones se asocian con cambios hereditarios en sus genes 
clave (Zhu y Paul, 2008). Las modificaciones epigenéticas más estudiadas conciernen al locus Ifng, al 
locus Th2 que comprende la información génica IL-4, IL-5 e IL-13, al locus Foxp3 y al loci que 
comprende los genes IL-17a e IL-17f (Akimzhanov et al., 2007).  
Por otra parte, junto con las modificaciones transcripcionales, el patrón de expresión génica 
puede verse modificado por la presencia de distintos ARNs que influyen en el proceso de 
diferenciación linfoide. Recientemente descrita, la existencia de micro ARNs (miRNAs) y ARN largo 
no codificante (lcnRNA, del inglés long non-coding RNA) supone otro punto de control sobre la 
expresión génica (Orom et al., 2010; Pagani et al., 2013). Los últimos trabajos destacan la importancia 
de la regulación de la diferenciación mediada por miRNAs. Se ha descrito que estas moléculas son 
moduladores claves del desarrollo y función del SI y que regulan importantes aspectos de la 
diferenciación de los linfocitos Th (Hoefig y Heissmeyer, 2008; Xiao y Rajewsky, 2009; Jeker y 
Bluestone, 2010; O´Connell et al., 2010; Belver et al., 2011). Se sabe que los miRNAs modulan la 
activación linfoide mediante la regulación de la cascada de señalización inducida por el TCR; regulan 
la supervivencia y la proliferación linfoide; modulan la diferenciación de células Th; y regulan las 
funciones efectoras de los linfocitos Th (Baumjohann y Ansel, 2013). Se ha mostrado que en cada 
subpoblación Th existe una expresión diferente de miRNAs, lo que sugiere que cada miRNA puede 
relacionarse con funciones distintas de las subpoblaciones (Nakayamada et al., 2012; Pagani et al., 
2013). Numerosos ejemplos se citan en la bibliografía asociados a cada uno de los fenotipos Th, así 
como a distintas de las funciones anteriormente mencionadas. Así, por ejemplo, miR-29a es conocido 
por su función inhibidora sobre la diferenciación de las células Th1, así como su expresión de IFNγ 
(Steiner et al., 2011). Sin embargo, miR-21 incrementa la diferenciación de los linfocitos Th2 (Sawant et 
al., 2013). De modo similar, miR-326 potencia la diferenciación del subtipo celular Th17 (Du et al., 
2009). Por otra parte, miR-146a es importante para la función supresora de las células Treg (Lu et al., 
2010).  
1.7. REGULACIÓN DE LA DIFERENCIACIÓN DE LINFOCITOS Th 
Los procesos de diferenciación de los linfocitos Th son procesos fuertemente regulados. Existen 
mecanismos de regulación tanto positiva como negativa. Los más destacados se refieren a los procesos 




1.7.1. Mecanismos de amplificación de la diferenciación de linfocitos Th 
Comúnmente, las citocinas producidas por una subpoblación promueven el desarrollo del 
subgrupo propio a la vez que inhiben la diferenciación hacia otros subtipos Th. Este mecanismo de 
amplificación de la diferenciación permite que una subpoblación de células T CD4 se active 
primordialmente en una respuesta inmune frente a un agente infeccioso concreto. Por ello, el efecto 
general  de las respuestas inmunes, especialmente las crónicas, es la dominancia de una de las 
subpoblaciones.    
Cada linaje puede producir una citocina capaz de promover la propia diferenciación, causando 
un bucle de retroalimentación positiva en el proceso de diferenciación. En el caso de los linfocitos Th1, 
la citocina amplificadora es el IFNγ. La amplificación y estabilización de esta población tienen lugar 
gracias a la acción de las citocinas IL-12 e IL-18 en estadíos tardíos de la diferenciación, cuando la 
célula efectora expresa los receptores para ambas citocinas. A través de la vía IL-12/STAT4, se sobre-
expresa el receptor IL-18Rα. De esta manera la IL-18 puede actuar junto con la IL-12 para estimular la 
producción de IFNγ de manera independiente de la activación del TCR (Yang et al., 2001). Esto genera 
una vía de amplificación de la respuesta de tipo Th1. Por su parte, en el estadio tardío de la 
diferenciación de los linfocitos Th2, la IL-33 causa la producción de IL-13 de modo independiente de la 
señalización del TCR (Guo et al., 2009). El mecanismo de amplificación es el siguiente: la IL-33, vía 
STAT5, induce la expresión de GATA3, el cual a su vez estimula la expresión del propio receptor de la 
IL-33, amplificándose aún más la respuesta a la citocina. Por otro lado, las células Treg, además de 
responder a la señalización mediada por TGFβ, son buenas productoras de esta citocina, por lo que se 
ha propuesto que TGFβ es auto-inductora de la diferenciación de estos linfocitos (Park et al., 2004). 
Finalmente, en el caso del subtipo Th17, al igual que para las subpoblaciones Th1 y Th2, también ha 
sido propuesto un miembro de la familia de citocinas de la IL-1 como citocina amplificadora a través 
de una vía independiente del TCR, la IL-1β. Esta citocina induce, mediante la activación de STAT3, la 
producción de IL-17A en células Th17 (Guo et al., 2009). Sin embargo, la citocina amplificadora más 
destacada para esta subpoblación es la IL-21 (Nurieva et al., 2007; Korn et al., 2007; Wei et al., 2007). 
Esta interleucina amplifica su propia expresión, contribuye a la producción de IL-17 y promueve la 
expresión del receptor de la IL-23, la cual estabiliza la población Th17. Así, la IL-21 desempeña una 
función clave en la retroalimentación positiva facilitando la inducción de novo, la expansión y la 
estabilización de la subpoblación Th17 (véase Bloque III). 
Sumada a la acción amplificadora de las citocinas, los factores de transcripción propios de cada 
uno de los linajes también pueden actuar como amplificadores de la propia diferenciación. En el caso 
de los linfocitos Th1, se sabe que T-bet puede inducir su propia expresión, tanto directa (Mullen et al., 
2001) como indirectamente (Afkarian et al., 2002). Análogamente, GATA3 presenta la capacidad de 
auto-activarse (Ouyang et al., 2000). De modo similar, Foxp3 puede mantener su propia expresión en 




factor de transcripción induce la expresión de la citocina amplificadora IL-21, la cual actúa de modo 
autocrino manteniendo la expresión de RORуt (Nurieva et al., 2007; Korn et al., 2007; Wei et al., 2007). 
1.7.2. Regulación cruzada entre subpoblaciones de linfocitos Th 
Una característica crucial de la diferenciación de las subpoblaciones Th es la existencia de 
regulación inhibitoria entre unos subtipos y otros. Las citocinas producidas por los linfocitos, además 
de promover la amplificación de la diferenciación propia, se caracterizan por su capacidad de causar 
inhibición de la diferenciación de otros linajes Th. De manera que la célula Th primordialmente 
activada durante una respuesta inmune inhibe el desarrollo del resto de subpoblaciones Th, 
favoreciéndose así aún más la dominancia de una subpoblación determinada en dicha respuesta. 
La regulación cruzada entre las distintas subpoblaciones puede tener lugar través de diferentes 
mecanismos. La base de la regulación se produce mediante la inhibición causada por la acción de las 
citocinas. Éstas activan factores de transcripción que dan lugar a diferentes mecanismos de regulación 
cruzada entre subpoblaciones, tales como: la unión directa con el factor de transcripción involucrado 
en la diferenciación de otra subpoblación; los mecanismos de competencia entre factores de 
transcripción por el sitio de unión de un gen característico de una subpoblación; o la regulación 
transcripcional de factores de transcripción o citocinas críticos para el desarrollo de otra subpoblación.  
Se conocen numerosos ejemplos acerca de los diferentes mecanismos de regulación cruzada que 
establecen entre unas subpoblaciones y otras. Así, por ejemplo, los linfocitos Th1 inhiben el desarrollo 
de otras subpoblaciones linfoides T CD4 mediante múltiples mecanismos que conciernen tanto a su 
principal citocina secretada como a los factores de transcripción que expresan. La diferenciación hacia 
Th2 y Th17 es inhibida por la acción del INFγ secretado por células Th1. Así mismo, la diferenciación 
de ambas subpoblaciones se inhibe a través de T-bet, el cual, en colaboración con otros factores de 
transcripción, actúa inhibiendo a través de varios mecanismos que incluyen la interacción directa con 
otros factores de transcripción, los mecanismos de regulación transcripcional sobre otros factores de 
transcripción y los mecanismos de regulación transcripcional sobre citocinas y receptores de citocinas 
propios de otras subpoblaciones (Oestreich y Weinmann, 2012a).  
A su vez, los linfocitos Th2 inhiben el desarrollo de otros linfocitos Th mediante mecanismos 
que también incluyen la acción de sus citocinas secretadas y su factor de transcripción característico. 
Así por ejemplo, la IL-25 suprime la respuesta de tipo Th17 (Kleinscheck et al., 2007). Por otro lado, a 
través del master regulator GATA3 las células Th2 inhiben la diferenciación de los linfocitos Th1, 
mediante diversos mecanismos, como la inhibición de la expresión de IFNγ, STAT4, etc (Ouyang et al., 
1998; Usui et al., 2003; Zhu et al., 2006; Kanhere et al., 2012).  
Al igual que otros linfocitos Th, los linfocitos Treg, además de su función inhibidora de la 
actividad linfoide, pueden inhibir los procesos de diferenciación hacia otras subpoblaciones mediante 




RORγt bloqueando su función (Zhou et al., 2008). Otro ejemplo destacado lo constituye el mecanismo 
de competencia entre las células Treg y Th17 basado en la competición entre STAT5 y STAT3, que 
presentan acciones antagónicas, por los sitios de unión al locus del gen que codifica para IL-17 (Yang et 
al., 2011). Además de este mecanismo de regulación cruzada, los linfocitos Th17 presentan también la 
capacidad de inhibición del desarrollo de otros linfocitos T CD4. Por ejemplo, la citocina IL-21 inhibe 
la diferenciación hacia Th1, ya que la exposición de células naïve a dicha citocina conduce a la 
disminución de la producción de IFNγ (Suto et al., 2006). 
1.7.3.  Mecanismos de finalización  
Los estudios acerca de los mecanismos de regulación de la diferenciación linfoide presentan 
numerosas evidencias acerca de los mecanismos de amplificación y regulación cruzada. Sin embargo, 
hasta la fecha, se conoce poco acerca de los mecanismos de finalización. Se sabe que existen 
mecanismos de retroalimentación negativos, pero están poco estudiados. Un ejemplo de 
retroalimentación negativa lo constituye la secreción de IL-10. Cada linaje puede producir esta citocina 
bajo ciertas circunstancias, lo cual podría tener una función limitante de la actividad efectora propia. 
De esta manera se desarrollaría un mecanismo de autocontrol que provocaría el fin de la respuesta Th 
y evitaría la aparición de inmunopatología. Este mecanismo de finalización ha sido propuesto por 
varios autores para la subpoblación Th1 (Trinchieri, 2007; O´Garra y Vieira, 2007; Cope et al., 2011) y 
también para el subtipo Th17 (McGeachy et al., 2007). Otro mecanismo de finalización consiste en la 
supresión mediada por linfocitos Treg reclutados por los propios linfocitos T efectores hacia el lugar 
de la infección. Así, la IL-17 producida por las células Th17 durante la infección en el modelo de 
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) induce la expresión del ligando de CCR6 (CCL20), 
promoviendo el reclutamiento hacia los sitios de inflamación de linfocitos que expresan CCR6, entre 
los que se encuentran las células Treg (Yamazaki et al., 2008). De tal modo que, el reclutamiento de 
células Treg mediado por la citocinas IL-17 establecería un mecanismo de auto-regulación negativa 
que limitaría las respuestas inflamatorias mediadas por las células Th17 y Th1.  
2. PLASTICIDAD LINFOIDE 
La investigación acerca de la clasificación de los linfocitos Th inicialmente ofreció un punto de 
vista estático, en el que cada subpoblación era diferenciada en la presencia de un master regulator y 
adquiría un fenotipo concreto de forma irreversible. Sin embargo, las investigaciones de los últimos 
años han mostrado que estas células son mucho más flexibles de lo que inicialmente se consideraba. 
Un gran número de análisis revelan que los linfocitos diferenciados retienen la capacidad para re-
diferenciarse, de tal manera que, con la apropiada estimulación, pueden reprogramarse hacia otros 
linajes. Se han observado múltiples relaciones de plasticidad entre las diferentes subpoblaciones 
linfoides (véase Figura 7).  
Relacionada con esta cualidad plástica de los linfocitos se ha observado la existencia de 




forma patente en la flexibilidad de las citocinas producidas por un mismo tipo celular. Diferentes 
autores han mostrado heterogeneidad en las distintas subpoblaciones, tales como Th2 (Prussin et al., 
2010) y Th17 (Ghoreschi et al., 2011), entre otras.  
Figura 7. Plasticidad de las células T colaboradoras. 
 
Nota: Representación esquemática del enfoque clásico de la diferenciación linfoide, en el que cada subpoblación es 
terminalmente diferenciada, y del enfoque nuevo, en el que se tiene en cuenta la plasticidad linfoide entre las distintas 
subpoblaciones.  
 
2.1. CARACTERÍSTICAS BÁSICAS DE LA PLASTICIDAD LINFOIDE 
Los estudios acerca de la plasticidad de los linfocitos T CD4 son muy recientes y, por tanto, no 
existe una información concreta que indique claramente las características que determinan dicha 
plasticidad. No obstante, pueden destacarse dos principales propiedades de las células Th que indican 
la existencia de plasticidad linfoide: la flexibilidad en la producción de citocinas y la flexibilidad de 
expresión de factores de transcripción.  
Una de las evidencias que empezaron a apuntar la existencia de la plasticidad linfoide fue el 
descubrimiento de la existencia de flexibilidad en la producción de citocinas por parte de las 
subpoblaciones Th diferenciadas. Se observó que una misma citocina podía ser secretada por 
diferentes subtipos de células Th. Por ejemplo, la IL-10 puede ser producida por linfocitos Th1, Th2, 
Th17, Treg y Tfh. Por otro lado, los avances en esta área han mostrado que la expresión de citocinas en 
una subpoblación determinada no es estática, sino que se ve modificada por el microambiente 
presente en cada momento. Así, por ejemplo, las células Th2 en presencia de TGFβ adquieren la 




expresión de citocinas típicas de los distintos subtipos de linfocitos Th, apareciendo así poblaciones 
intermedias entre dos subtipos con características de ambos. Un ejemplo destacado que ilustra este 
hecho es la existencia de poblaciones intermedias entre los fenotipos Th17 y Th1 que expresan tanto 
IL-17 como IFNу (véase Bloque III. Apartado 3.2.1.). 
Por otra parte, al igual que en el caso de la producción de citocinas, las investigaciones de los 
últimos años han indicado la existencia de flexibilidad de expresión de los factores de transcripción 
característicos de linaje. Muchos estudios han descrito la co-expresión transitoria de diferentes master 
regulators en una misma célula Th durante las fases tempranas de la diferenciación. Dicha co-expresión 
en estos estadios permite que se promueva la expresión en favor de un factor de transcripción u otro 
en función de las señales del microambiente que recibe la célula. Sin embargo, estudios recientes 
indican también la existencia de una co-expresión estable de factores de transcripción definitorios de 
linaje en subpoblaciones Th diferenciadas (Oestreich y Weinmann, 2012b). Actualmente, se conoce que 
esta co-expresión es necesaria ya que el master regulator por sí solo no es suficiente para definir el 
fenotipo de la subpoblación Th (Oestreich y Weinmann, 2012b). Mencionado fenotipo viene 
determinado por los programas de expresión génica activados en las células, los cuales se ven 
afectados por esta co-expresión. La interacción entre los distintos factores de transcripción determina 
el fenotipo celular final. De tal modo que, en función de los gradientes de expresión de master 
regulators expresados, la dominancia en cada momento de un factor sobre los otros conduce al cambio 
de fenotipo celular. Se ha descrito la existencia de múltiples combinaciones de co-expresión entre 
factores de transcripción, tales como GATA3 y T-bet, de RORуt y T-bet, Bcl-6 y T-bet, entre otras 
(Oestreich y Weinmann, 2012b). Aunque se apunta a que la co-expresión confiere plasticidad y 
flexibilidad en la respuesta Th, la funcionalidad exacta de dicha co-expresión está aún por determinar 
en la mayoría de los casos. No obstante, algunas investigaciones sugieren funciones concretas 
relacionadas con esta co-expresión de master regulators. En el caso de las células Treg, los datos 
recientes muestran que la co-expresión de Foxp3 con factores de transcripción asociados a las 
diferentes subpoblaciones Th efectoras, confiere a las células Treg la propiedad de controlar las 
distintas respuestas inmunes Th. De tal manera que, los linfocitos Treg que co-expresan Foxp3 y T-bet 
se encargan de regular la respuesta inmune mediada por células Th1 (Koch et al., 2009), las células 
reguladoras co-expresoras de Foxp3 y IRF4 modulan la respuesta inmune de tipo Th2 (Zheng et al., 
2009), y los linfocitos Treg que co-expresan Foxp3 y STAT3 modulan la respuesta inmune de las 
células Th17 (Chaudhry et al., 2009). Así, la co-expresión de factores de transcripción otorga a las 
células Treg una gran flexibilidad y, ante todo, especialización de respuesta.  
2.2.  MECANISMOS INDUCTORES DE PLASTICIDAD LINFOIDE 
En la actualidad, la habilidad de los linfocitos T CD4  para cambiar de fenotipo parece clara. Sin 
embargo, los factores o mecanismos que conducen a dicha plasticidad no están perfectamente 




diferenciación linfoide, como posibles inductores de plasticidad. Dichos mecanismos pueden 
agruparse en dos grupos, mecanismos celulares extrínsecos e intrínsecos.  
Los mecanismos celulares extrínsecos comprenden por un lado a las citocinas y, por otro,  al SI 
innato. Las citocinas presentes en el microambiente celular se han definido como importantes agentes 
inductores de plasticidad sobre los linfocitos T CD4, ya que pueden activar, inhibir y modificar 
directamente células Th diferenciadas. Existen numerosos ejemplos que muestran como determinado 
fenotipo Th puede sufrir plasticidad hacia otro fenotipo en presencia de citocinas concretas. Así, por 
ejemplo, la presencia de interferones de tipo 1 induce la conversión de células Th2 a Th1, ya que 
induce la expresión de IL-12R en células Th2, lo que permite la activación de la cascada de 
señalización de la IL-12 y por consiguiente la inducción de la expresión de T-bet  y la secreción de 
IFNγ (Hegazy et al., 2010). Por otra parte, las células T CD4 establecen interacciones con células y 
receptores del SI innato, los cuales han sido propuestos como posibles mecanismos potenciadores de 
la plasticidad entre subpoblaciones diferentes, ya que influyen en los procesos de diferenciación 
linfoide (Coomes et al., 2013). De manera que, la afinidad o la dosis del péptido presentado por las 
células presentadoras de antígeno; la presencia de determinadas moléculas co-estimuladoras, como 
los miembros de la familia B7; la interacción con receptores de tipo TLR específicos; y la presencia de 
unas u otras células del SI innato; podrían influenciar en la plasticidad de las células Th.  
Los mecanismos celulares intrínsecos inductores de plasticidad linfoide abarcan numerosos 
elementos, tales como los factores de transcripción, las modificaciones epigenéticas, la regulación post-
transcripcional mediada por miRNAs, el estado de maduración celular y la disponibilidad de 
nutrientes y vías metabólicas. 
Además de constituir una característica definitoria de plasticidad, los factores de transcripción 
establecen uno de los mecanismos inductores de plasticidad. Como se menciona con anterioridad, la 
presencia o ausencia de un determinado factor de transcripción, así como la dominancia de expresión 
de unos factores sobre otros, se encuentran fuertemente asociadas a los procesos de plasticidad 
linfoide. Los factores de transcripción mantienen activados y reprimidos los distintos programas 
génicos de las células Th. Para ello se requiere de una continua activación, fosforilación y presencia de 
dichos factores en el núcleo celular. La aparición de determinadas señales inductoras o activadoras de 
un factor de transcripción concreto conduce a la dominancia de un factor sobre los otros, lo que 
conlleva a su vez la reprogramación del fenotipo celular. Por otro lado, la regulación cruzada que se 
establece entre distintos factores de transcripción puede constituir un mecanismo de regulación muy 
importante en los procesos de plasticidad linfoide. Numerosos ejemplos relacionados con la expresión 
de los factores de transcripción y plasticidad han sido propuestos en la literatura. Tal es el caso de las 
células Th1 en las que T-bet forma un complejo con Bcl-6, previniendo la función de este último. Sin 
embargo, en condiciones limitantes de IL-2, la expresión de Bcl-6 en estas células aumenta y son 




Por su parte, las modificaciones epigenéticas que tienen lugar en los diferentes subconjuntos 
de linfocitos T CD4 se han asociado más a estabilidad fenotípica que a plasticidad, ya que muchas 
modificaciones confieren estabilidad en la expresión génica. Sin embargo, se sabe que la regulación 
epigenética es un proceso muy dinámico (Hirahara et al., 2011). Además, la investigación desarrollada 
en el área de la epigenética y la plasticidad linfoide destaca la importancia de la existencia de 
marcadores bivalentes en los linfocitos Th. Los estudios muestran que las células T CD4 presentan 
simultáneamente marcadores bivalentes que permiten el incremento o la represión de la expresión 
génica de genes que codifican para los factores de transcripción, lo que indica una posible 
reversibilidad en cuanto a los niveles de expresión de dichos factores. Por ejemplo, las células Treg 
presentan marcadores bivalentes en los genes  Tbx21, Gata3 y Rorc, lo que permite que estas células 
puedan expresar factores de transcripción característicos de otras subpoblaciones. Así mismo, la 
regulación post-transcripcional, se ha propuesto como un posible mecanismo inductor de plasticidad 
linfoide. La regulación mediada por miRNAs es la más ampliamente estudiada. Los miRNAs son 
críticos en la regulación de la expresión de moléculas clave para el proceso de diferenciación de 
linfocitos T CD4 y se ha mostrado una expresión distinta de los miRNAs en cada subpoblación Th. 
Sumada a esta expresión diferencial, la existencia de miRNAs supone otro posible mecanismo de 
regulación relacionado con las plasticidad linfoide (Pagani et al., 2013). De modo similar a los 
miRNAs, también se ha propuesto que distintos lncRNAs se asocian a los distintos subtipos de células 
Th (Pagani et al., 2013). De modo que, la regulación post-transcripcional mediante miRNAs y 
lncRNAs, posiblemente representa un sistema plástico y ajustable que modula la plasticidad entre los 
distintos subtipos de células Th (Baumjohann y Ansel, 2013; Pagani et al., 2013). 
Por otro lado, el grado de maduración celular de los linfocitos también ha sido relacionado con 
los procesos de plasticidad linfoide. Los primeros estudios mostraron que, en este caso, se trataba de 
una correlación inversa. De manera que la plasticidad se asociaba a células recientemente 
diferenciadas, mientras que las células maduras parecían ser más estables y por tanto, menos plásticas. 
Sin embargo, en los últimos años se ha propuesto que también las células T CD4 memoria presentan 
plasticidad (Ahmadzadeh y Farber, 2002; Krawczyk et al., 2007; Lees y Farber, 2010). Dicha plasticidad 
se produce en función de las condiciones microambientales en el momento de la segunda estimulación 
antigénica. De esta manera, la plasticidad funcional de las células memoria permitiría un  ajuste 
continuo de la respuesta inmune.  
Finalmente, las investigaciones recientes acerca de los posibles agentes inductores de 
plasticidad linfoide apuntan que la disponibilidad de nutrientes y las vías metabólicas activadas en 
las células Th constituyen un factor potenciador de plasticidad. Tras la activación celular, las células 
Th efectoras rápidamente aumentan su consumo de glucosa y por tanto la glicolisis (Jacobs et al., 2008; 
Maciver et al., 2008), mientras que las células Treg activan el metabolismo lipídico oxidativo y en 
menor medida la glicolisis (Michalek et al., 2011). La activación de las vías metabólicas es necesaria en 
la célula Th, ya que su inhibición impide la activación, proliferación, secreción de citocinas, así como 




metabólicas a la diferenciación de subpoblaciones concretas. De modo que las vías metabólicas 
regulan selectivamente la producción de citocinas. Por tanto, la disponibilidad de nutrientes así como 
las vías metabólicas activadas pueden suponer otro factor regulador del cambio de fenotipo en las 
células T CD4.  
A pesar de los numerosos estudios que se están realizando en esta área, aún no se conocen con 
exactitud los mecanismos inductores de plasticidad ni sus implicaciones fisiológicas. Varios 
investigadores apuntan a que dicha plasticidad podría suponer una ventaja evolutiva al aportar una 
gran amplitud en la capacidad de respuesta inmune de las células Th (O´Shea y Paul, 2010; Wan, 2010; 
Oestreich y Weinmann, 2012b; Coomes et al., 2013). La plasticidad linfoide habilitaría a las células Th 
para responder frente a condiciones ambientales cambiantes, afinándose así la respuesta inmune en 
tiempo real y proveyendo una capacidad de respuesta frente a múltiples agentes. Sin embargo, 
también ha sido apuntado que dicha plasticidad podría tener efectos no beneficiosos relacionados con 
varios modelos de infección (Coomes et al. 2013). Si bien, no cabe duda de que el conocimiento de la 
existencia de la plasticidad linfoide provee importantes consideraciones a tener en cuenta en relación a 


















BLOQUE III: LINFOCITOS Th17  
El descubrimiento de las células Th17 supuso un cambio de concepto en relación al paradigma 
Th1/Th2, a partir del cual se desencadenó la posibilidad de la existencia de otros subtipos. Hasta que 
tuvo lugar tal descubrimiento, muchas enfermedades autoinmunes eran consideradas como 
enfermedades caracterizadas por una respuesta de tipo Th1. Sin embargo, los inmunólogos 
encontraron un dilema realizando experimentos en dos modelos experimentales de enfermedades de 
este tipo, la encefalomielitis experimental autoinmune (EAE) y la artritis inducida por colágeno (CIA, 
del inglés Collagen induced arthritis). Se observó que, contrario a lo esperado, la enfermedad era 
agravada en la ausencia de citocinas, receptores o factores de transcripción asociados a células Th1, 
tales como el IFNγ, el receptor de IFNγ, la subunidad IL-12p35 o el receptor IL-12Rβ2 (Manoury-
Schwartz et al., 1997; Vermiere et al., 1997; Tran et al., 2000; Gran et al., 2002; Chu et al., 2003; Zhang et 
al., 2003). Hasta el momento se había descrito que la deficiencia la subunidad IL-12p40 mostraba una 
menor severidad e incidencia frente a estas enfermedades (McIntyre et al., 1996; Heremans et al., 1999), 
asignando así el papel patogénico a la IL-12. Sin embargo, en ese tiempo fue descrita la existencia de 
una nueva citocina, la IL-23, la cual compartía la subunidad IL-12p40, caracterizada hasta entonces 
como propia de la IL-12 únicamente (Oppmann et al., 2000). Analizando la función de esta nueva 
citocina, se observó que los ratones deficientes para la subunidad IL-23p19, específica de la IL-23, eran 
protegidos frente a EAE o CIA (Cua et al., 2003; Murphy et al., 2003). En paralelo, en aquel momento se 
describió que la presencia de IL-23 era necesaria para la expansión de una subpoblación caracterizada 
por la expresión de IL-17 (Aggarwal et al., 2003). Finalmente, en 2005 se produjo la caracterización de 
una nueva subpoblación de linfocitos Th que producía esta citocina, la subpoblación Th17 (Harrington 
et al., 2005; Park et al., 2005). Esta subpoblación era expandida en respuesta a IL-23 (Harrington et al., 
2005; Park et al., 2005; Aggarwal et al., 2003) y era capaz de inducir EAE (Langrish et al., 2005). Nació 
así la existencia de un nuevo subconjunto celular Th, con características fenotípicas y un proceso de 
diferenciación propios, que transformó los conceptos establecidos hasta el momento en el área de la 
inflamación y la autoinmunidad.  
1. FUNCIÓN DE LOS LINFOCITOS Th17 
Las funciones fisiológicas de los linfocitos Th1 y Th2 en la defensa del huésped frente a 
diferentes tipos de patógenos eran bien conocidas en el momento en que se descubrió la nueva 
subpoblación Th17. La adición de la subpoblación Th17 completó aún más la estrategia del huésped 
en la defensa frente a diversas infecciones, las cuales no eran eficientemente resueltas por las subclases 
Th conocidas. Este linaje constituye una respuesta de la inmunidad adaptativa que actúa frente a las 
infecciones causadas por patógenos que requieren de una repuesta inflamatoria masiva. Las células 
Th17 contribuyen a la protección frente a varios patógenos, fundamentalmente bacterias extracelulares 
y hongos (Aujla et al., 2007; Ouyang et al., 2008; Curtis y Way, 2009; Khader et al., 2009; Liu et al., 2009; 
van de Veerdonk et al., 2009; Blaschitz y Raffatellu, 2010; Peck y Mellins, 2010a; Graeber y Olsen, 2012; 




Th17 se localizan de forma natural en las mucosas, fundamentalmente en la lámina propia del 
intestino delgado, pero también en las vías respiratorias y la piel. En tales mucosas existe una continua 
exposición a numerosos patógenos, por lo que es necesaria una defensa que constituya protección 
frente a un gran número de agentes infecciosos. En este sentido, la función anti-bacteriana y anti-
fúngica de las células Th17 es muy amplia, ya que estas células están involucradas en la defensa contra 
numerosos patógenos que colonizan estas mucosas. Se ha mostrado que estos linfocitos desempeñan 
una importante función en la inmunidad frente a bacterias gramnegativas como Klebsiella pneumoniae 
(Ye et al., 2001a; Happel et al., 2005; Chen et al., 2011a), Bordetella pertusis (Higgins et al., 2006), 
Citrobacter rodentium (Mangan et al., 2006; Ishigame et al., 2009; Ivanov et al., 2009), Salmonella 
typhimurium (Raffatellu et al., 2008) o Porphyromonas givinalis (Yu et al., 2007a). Además de la defensa 
frente a bacterias de tipo gramnegativo, las células Th17 también participan en la protección frente a 
otros tipos de bacterias, como bacterias grampositivas, bacterias intracelulares u otros tipos. Entre 
ellas destacan especies como Staphylococcus aureus (Ishigame et al., 2009), Streptococcus pneumoniae (Lu 
et al., 2008a; Zhang et al., 2009), Mycobacterium tuberculosis (Khader et al., 2007), Francisella tularensis 
(Lin et al., 2009) o Mycoplasma pneumonia (Wu et al., 2007). Por otro lado, los linfocitos Th17 son 
también activos en la defensa anti-fúngica. Principalmente se ha descrito su función en la protección 
contra infecciones causadas por Candida albicans (Hernández-Santos y Gaffen, 2012; McGeachy y 
McSorley, 2012). Sin embargo, también se ha mostrado un efecto protector frente a las infecciones 
causadas por otros hongos como Aspergillus fumigatus (Werner et al., 2009), Pnuemocystis carinii 
(Rudner et al., 2007) o Crytococcus neoformans (Kleinscheck et al., 2006). Finalmente, aunque la defensa 
anti-viral y anti-parasitaria se ha asignado a la función de otras subpoblaciones Th, diversas 
evidencias sugieren la posibilidad de una implicación de los linfocitos Th17 en la protección frente a 
otros patógenos, diferentes a los descritos, como virus o parásitos (van de Veerdonk et al., 2009).  
Para subrayar aún más la importante función fisiológica del recién descubierto subconjunto 
Th17, la identificación de varias inmunodeficiencias genéticas humanas caracterizadas por la pérdida 
de la función Th17 ha mostrado la destacada función llevada a cabo por estas células en la defensa del 
huésped. De este modo, la importancia de la función protectora de estas células en humanos queda 
claramente demostrada en individuos que padecen candidiasis mucocutánea crónica (CMC). Estos 
pacientes sufren infecciones recurrentes causadas por Candida albicans y Staphylococcus aureus 
(Kirkpatrick, 2001). Numerosas deficiencias genéticas que implican una disfunción de las células Th17 
se han asociado con el padecimiento de CMC. En este sentido, se ha descrito la función protectora de 
las células Th17 en la protección frente a la candidiasis gracias al estudio de pacientes con síndrome de 
Hiper-IgE, síndrome poliendocrino autoinmune tipo I, deficiencia autosómica recesiva para IL-17RA y 
deficiencia autosómica dominante para IL-17F, entre otras (Puel et al., 2010; Puel et al., 2012). Los 
pacientes con síndrome de Job o síndrome Hiper-IgE sufren infecciones recurrentes que afectan a 
varios tejidos (Grimbacher et al., 1999). Estos pacientes presentan diversas mutaciones en STAT3 que 
inactivan la molécula, mostrando una incapacidad o deficiencia en la generación de células Th17, la 




estos pacientes. (Holland et al., 2007; de Beaucoudrey et al., 2008; Freeman y Holland, 2008; Ma et al., 
2008; Milner et al., 2008; Al Khatib et al., 2009; Minegishi et al., 2009). Por otra parte, los individuos que 
padecen el síndrome poliendocrino autoinmune tipo I presentan anticuerpos circulantes 
neutralizantes frente a IL-17, IL-17F e IL-22 mostrando una función deficiente de tipo Th17 (Kisand et 
al., 2010; Ng et al., 2010). De forma similar, las inmunodeficiencias genéticas para el receptor de IL-17, 
IL-17 o para la citocina IL-17F  muestran también  la importante función de estos linfocitos en la 
defensa del huésped (Puel et al., 2011). Finalmente, otras inmunodeficiencias no congénitas muestran 
también la acción protectora de los linfocitos Th17 frente a las infecciones. Es el caso de los individuos 
que padecen el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Estos pacientes sufren infecciones 
oportunistas causadas por Staphylococcus aureus o Streptococcus pneumoniae, entre otros patógenos 
(Hirschtick et al., 1995; Crum-Cianflone et al., 2009). En la infección causada por el Virus de la 
Inmunodeficiencia Humana (VIH), dentro del conjunto linfoide gastrointestinal, principalmente se 
ven afectadas las células Th17, lo que compromete la integridad intestinal y facilita el desarrollo de la 
infección (Brenchley et al., 2008).  
Para llevar a cabo su función en la defensa del huésped, los linfocitos Th17 secretan varias 
citocinas. Las interleucinas secretadas de forma mayoritaria son IL-17, IL-21 e IL-22. Sin embargo, 
estas células producen también otras moléculas como IL-26, GM-CSF y CCL20, entre otras.   
Estas citocinas producidas por las células Th17 permiten su comunicación con una amplia 
variedad de células inmunes y no inmunes. Así mismo, los mecanismos de acción de estas citocinas 
son muy diversos. En su conjunto constituyen la inducción de una respuesta inmune extensa y eficaz, 
que abarca tanto la inmunidad innata como la adaptativa. De manera resumida, a través de la 
secreción de citocinas, las células Th17 promueven el reclutamiento de células inmunes al lugar de la 
infección; la producción de péptidos antimicrobianos; la activación, supervivencia y proliferación de 
diversos tipos celulares; o la inducción de la respuesta humoral, entre otras funciones.  
1.1. CITOCINA IL-17 
En 1993 se describió y clonó por primera vez el gen que codifica para la IL-17 murina, 
denominada entonces CTLA-8 (Rouvier et al., 1993). Posteriormente, esta nueva citocina fue 
renombrada como IL-17 (Yao et al., 1995a) e identificada también en humanos (Yao et al., 1995b).  
La IL-17 es el miembro prototipo de la familia de citocinas IL-17 (Aggarwal y Gurney, 2002) 
(véase Tabla 1). Esta familia incluye seis miembros: IL-17 (IL-17A), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-
25) e IL-17F (Moseley et al., 2003; Kawaguchi et al., 2004; Weaver et al., 2007; Gaffen, 2009; Pappu et al., 







Tabla 1. Familia de citocinas y receptores de la IL-17. 
A. Familia de citocinas de la IL-17 
B. Familia de receptores de la IL-17 
Receptor Citocina Cromosoma 
IL-17RA IL-17A, IL-17F 22q11.1 
IL-17RB IL-17B, IL-17E 3p21.1 
IL-17RC IL-17A, IL-17F 3p25.3 
IL-17RD - 3p21.2 
IL-17RE IL-17C 3p25.3 
Nota: La tabla muestra las características de la familia de citocinas (A) y receptores (B) de la IL-17 humana. Modificado de 
Kramer y Gaffen, 2007. 
Entre todos los miembros, la IL-17F es la citocina que presenta mayor grado de homología con 
respecto a la IL-17 (aproximadamente 50%) (Hymowitz et al., 2001). Los genes que codifican para estas 
dos citocinas se encuentran agrupados, en el cromosoma 1 en ratón y en el cromosoma 6 en humano 
(Hymowitz et al., 2001). Sin embargo, el resto de los miembros de la familia se localiza en otros 
cromosomas. La similitud entre ambas citocinas abarca, no sólo a su estructura y localización génica, 
sino también a su distribución y función. Ambas citocinas se producen en fuentes celulares similares, 
siendo generalmente co-expresadas por una misma célula (Chang y Dong, 2009). Además sus 
funciones son muy similares, ya que señalizan a través del mismo receptor (Toy et al., 2006; Wright et 
al., 2008). Por su parte, el resto de miembros de la familia presentan menor grado de homología con la 
citocina IL-17. La IL-25 es la citocina de la familia más divergente, ya que su grado de homología con 
la IL-17 es aproximadamente un 16% (Iwakura et al., 2011).  
En relación a su estructura, la IL-17 murina es una glicoproteína compuesta por 147 
aminoácidos, que se secreta en forma dimérica con un peso molecular aproximado de 21kDa (Kilo 
Dalton). En humanos presenta 155 aminoácidos y un peso molecular aproximado de 35kDa. Ambas 
citocinas presentan una homología aproximada del 63%. Como se menciona con anterioridad, su 
forma funcionalmente activa consta de un dímero, que puede ser un homodímero o un heterodímero, 
formado con la citocina IL-17F (Liang et al., 2007).  
Esta glicoproteína, es capaz de producirse por una gran variedad de fuentes celulares. Además 
de ser secretada por las células Th17, es producida por varios tipos celulares, incluyendo células Tγδ, 
T CD8, células iNKT, células NK, células inductoras de tejido linfoide (LTi, del inglés Lymphoid Tissue 
Citocina % Homología cIL-
17A 
Receptor Cromosoma 
IL-17A 100 IL-17RA, IL-17RC 6p12 
IL-17B 24 IL-17RB 5q32-34 
IL-17C 26 IL-17RA, IL-17RE 16g24 
IL-17D 30 - 13q12.11 
IL-17E 16 IL-17RA, IL-17RB 14q11.2 




inducer) y neutrófilos, entre otros tipos celulares (Cua y Tato, 2010; Reynolds et al., 2010; Kim y Jordan, 
2013). Recientemente se ha descrito también su producción por parte de células B (Schlegel et al., 
2013). Por otro lado, algunos trabajos han mostrado que la IL-17 puede secretarse también  en células 
no inmunes, como las células epiteliales intestinales denominadas células de Paneth (Takahashi et al., 
2008) o células epiteliales de colon (Ishigame et al., 2009).  
Las funciones que desempeña esta citocina son mediadas gracias a la unión a su receptor, IL-
17R. Este receptor pertenece a una familia de receptores compuesta por cinco miembros: IL-17RA, IL-
17RB, IL-17RC, IL-17RD e IL-17RE (Moseley et al., 2003; Gaffen, 2009; Pappu et al., 2010) (véase Tabla 
1). Cabe destacar que de todos estos receptores, se ha descrito que las células Th17 expresan el 
receptor IL-17RE (Chang et al., 2011). Los receptores para IL-17 e IL-17F son IL-17RA e IL-17RC 
(Hymowitz et al., 2001; Toy et al., 2006; Kuestner et al., 2007; Ely et al., 2009). El receptor IL-17RA 
muestra una expresión casi ubicua sobre un amplio rango de tejidos y tipos celulares. Se expresa 
fuertemente en células del SI, pero también, aunque en menores niveles, en osteoblastos, fibroblastos, 
células endoteliales y células epiteliales (Yao et al., 1995a). En contraste con IL-17RA, IL-17RC se 
expresa a bajos niveles en células del SI, mientras su expresión en células no hematopoyéticas es alta. 
Su expresión es mayoritaria en órganos como glándula adrenal, próstata, riñón, tiroides, colon, 
intestino e hígado (Kuestner et al., 2007; Ishigame et al., 2009).  
Los miembros de esta familia son receptores transmembrana de tipo I y se caracterizan porque 
presentan un dominio transmembrana y un dominio largo intracelular C terminal (Yao et al., 1995a) 
(véase Figura 8). Excepto el receptor IL-17RA, los receptores de la familia IL-17 pueden presentar 
procesamiento alternativo, generándose así formas solubles de los mismos (Haudenschild et al., 2002). 
Al igual que las citocinas, estos receptores son funcionales en forma dimérica. Pueden formar homo o 
heterodímeros con otras subunidades de la misma familia. Dependiendo del dímero formado 
presentan afinidad por una u otra citocina de la familia (Toy et al., 2006; Wright et al., 2008; Iwakura et 












Figura 8. Familia de citocinas y receptores IL-17. 
 
Nota: Representación esquemática de la dimerización de las citocinas y receptores de la familia de la IL-17. 
La señalización al interior celular de la IL-17 tiene lugar, por tanto, a través de las dos 
subunidades del receptor, IL-17RA e IL-17RC (Toy et al., 2006; Wright et al., 2008). Se ha propuesto que 
la unión del ligando a la primera subunidad del receptor (IL-17RA) altera la afinidad y especificidad 
de éste por IL-17RC, causando la unión de la segunda subunidad, dando lugar de esta manera a la 
formación del heterodímero (Ely et al., 2009; Liu et al., 2013).  
El mecanismo de señalización mediado por esta citocina es complejo y no se conoce 
enteramente con exactitud. De forma resumida, la IL-17 activa la vía de señalización que involucra 
principalmente la vía MAPKs, la vía NFκB y la vía C/EBPs (véase Figura 9). La activación de las 
diferentes vías de señalización se consigue gracias a la asociación del receptor a la proteína Act-1, la 
cual a su vez interacciona con diversos mediadores de señalización intracelular. Entre los diferentes 
mediadores se ha destacado la función de TRAF-6, sin embargo, Act-1 es capaz de actuar a través de 
IKKi, la chaperona Hsp90, TRAF5, TRAF2 y SF2, entre otras proteínas. (Gaffen, 2009; Gu et al., 2013; 









Figura 9. Vía de señalización IL-17/IL-17R. 
 
Nota: Representación esquemática de los principales mediadores en la señalización intracelular de las citocinas IL-17A e IL-17F 
a través de la unión a su receptor.  
A través de la activación de estas vías de señalización intracelular, la IL-17 puede actuar en 
sinergia con otras citocinas. La actuación en sinergia con TNFα es un claro ejemplo de cómo la 
habilidad de esta citocina para funcionar en sinergia con otras aumenta su patogenicidad. Mientras la 
IL-17 activa levemente el factor NFkB, TNFα induce su expresión fuertemente. Sin embargo, la 
expresión de mRNAs pro-inflamatorios, como el de la quimiocina CXCL1, causada por TNFα es 
altamente inestable, pero la IL-17 aumenta su expresión a través de la estabilización del mRNA 
(Hartupee et al., 2007). De tal manera que, la actuación en sinergia de ambas citocinas promueve y 
prolonga la respuesta inflamatoria.  
 La IL-17 presenta una amplia función. Además de la ya mencionada inducción de la 
producción de quimiocinas inflamatorias, esta citocina ejerce numerosas funciones. La expresión casi 
ubicua de su receptor le permite ejercer un amplio rango de actividades sobre diversos tipos celulares. 
La IL-17 actúa sobre células epiteliales, células endoteliales, fibroblastos, osteoblastos y 
monocitos/macrófagos. Constituye un nexo importante entre la inmunidad innata y adaptativa. En 
primer lugar, dado que es producida por células de ambos sistemas. Y, en segundo lugar, puesto que, 
producida por células del SI adaptativo (Th17), se encarga de activar la respuesta del SI innato, 
mediando así en la organización de una respuesta inmune efectiva. 
Como se menciona con anterioridad, de forma natural los linfocitos Th17 se encuentran en las 




Numerosos trabajos han puesto en evidencia la función clave de las células Th17, a través de la 
secreción de IL-17, en esta localización (Tsai et al., 2013; Huber et al., 2012; McGeachy y McSorley, 2012; 
van de Veerdonk et al., 2009; Aujla et al., 2007; Liu et al., 2009; Curtis y Way, 2009; Peck y Mellins, 
2010a; Blaschitz y Raffatellu, 2010; Khader et al., 2009).  
Figura 10. Función de la IL-17 en la defensa de las mucosas.  
 
Nota: Representación esquemática de la función de la IL-17 sobre la respuesta de los neutrófilos y la respuesta epitelial en la 
defensa de las mucosas.   
Su función más destacada es la inducción de la respuesta desarrollada por los neutrófilos, sobre 
la cual se han publicado numerosos trabajos (Kim y Jordan, 2013; Aujla et al., 2007; Ouyang et al., 2008; 
Kolls y Lindén, 2004; Aggarwal y Gurney, 2002). Las células Th17, al secretar IL-17, proveen al 
huésped de mecanismo de defensa distinto al inducido por las células Th1 o Th2, al promover el 
reclutamiento de los neutrófilos al lugar de infección. Conjuntamente, el efecto de la IL-17 sobre los 
neutrófilos no sólo se ciñe al reclutamiento celular, sino que esta citocina media también los procesos 
de granulopoyesis que ejercen estas células. Por tanto, la IL-17 es un potente activador de la respuesta 
inmune innata mediada por los neutrófilos.    
Por otro lado, la IL-17 además de promover el reclutamiento de células de la inmunidad innata 
como mecanismo de defensa, origina también una respuesta epitelial frente a la infección. Además de 




secreción de péptidos antimicrobianos tales como defensinas β, lipocalina 2, mucinas o proteínas S100, 
los cuales funcionan como antibióticos naturales en las mucosas (Chen et al., 2003b; Kao et al., 2004; 
Liang et al., 2006;  Conti et al., 2009; Ishigame et al., 2009; Rafatellu et al., 2009).  
Estas funciones ejercidas por la IL-17 se desarrollan gracias a su amplia capacidad pro-
inflamatoria. Sus propiedades pro-inflamatorias abarcan la inducción de la expresión de numerosas 
moléculas que dan lugar a la inflamación (Moseley et al., 2003; Kolls y Lindén, 2004; Aujla et al., 2007; 
Xu y Cao, 2010; Zhu y Quian 2012). En primer lugar, la IL-17 promueve la expresión de varias 
citocinas, como TNFα, IL-1β, IL-6, GM-CSF, G-CSF (Yao et al., 1995a; Fossiez et al., 1996; Javanovic et 
al., 1998; Ye et al., 2001b; Jones y Chan, 2002). Así mismo, la IL-17 estimula la producción de 
quimiocinas de diversas clases, como quimiocinas de clase CXCL (CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL10) y 
quimiocinas de clase CC (CCL2, CCL7, CCL20), promoviendo el reclutamiento de diversos tipos 
celulares (Fossiez et al., 1996; Laan et al., 1999; Jones y Chan, 2002; Ruddy et al., 2004; Park et al., 2005; 
Khader et al., 2007). Gracias a la inducción de la secreción de estos mediadores tiene lugar la 
organización de la respuesta inmune completa. De manera que, por ejemplo, mediante la promoción 
de la secreción G-CSF se induce la activación de los neutrófilos (Schwarzenberger et al., 2000; Forlow et 
al., 2001). No obstante, la IL-17 es capaz de estimular la secreción de otros mediadores pro-
inflamatorios. Por un lado, induce la producción de metaloproteinasas de matriz (MMPs, del inglés 
Matrix Metallo-Proteinasas) tales como MMP3, MMP9 y MMP13 (Park et al., 2005). Por otro lado, 
promueve la actividad de las enzimas ciclooxigenasa-2 (COX-2) y óxido nítrico sintasa inducible 
(iNOS, del inglés inducible Nitric Oxide synthase), dando lugar a la producción de los mediadores 
inflamatorios prostaglandina E2 (PGE2) y óxido nítrico (ON) (Fossiez et al., 1996; Martel-Pelletier et al., 
1999). Finalmente, la IL-17 desarrolla otras funciones relacionadas con la respuesta inflamatoria frente 
a la infección tal como la participación en la formación de centros germinales (Hsu et al., 2008; 
Mitsdoerffer et al., 2010; Peters et al., 2011a; Rangel-Moreno et al., 2011).  
De modo que, la IL-17 presenta múltiples e importantes mecanismos de acción que promueven 
la respuesta inflamatoria que da lugar a la resolución de la infección.  
1.2. CITOCINA IL-21 
La IL-21 fue descubierta en el año 2000 como el ligando de un nuevo receptor de interleucinas 
(Ozaki et al., 2000; Parrish-Novak et al., 2000). La IL-21 pertenece a la familia de citoquinas de cadena 
común gamma (γс), que incluye otras citocinas como IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15 (Pelletier y Girard, 
2007; Leonard et al., 2008; Spolki y Leonard, 2008; Yi et al., 2010).  
Como miembro de esta familia, presenta la estructura común de las citocinas de la familia γс. Se 





La principal fuente celular productora de IL-21 es la población de linfocitos T colaboradores 
activados (Parrish-Novak et al., 2000). Varios linajes de células Th pueden producir IL-21, incluidos los 
linfocitos Th1, Th2, Th17 y Tfh, siendo estos últimos los mayores productores de IL-21. No obstante, 
otros tipos celulares también pueden producir esta citocina, como las células NKT (Coquet et al., 2007). 
El receptor de la IL-21 fue descrito como un receptor de citocina de tipo I (Ozaki et al., 2000; 
Parrish-Novak et al., 2000). Pertenece a la familia de receptores de citocina con cadena γc, de modo que 
se trata de un heterodímero que posee la cadena de unión específica al ligando, IL-21R, y la cadena 
común γc (Ozaki et al., 2000; Asao et al., 2001; Habib et al., 2002). Este receptor se expresa de forma 
constitutiva en linfocitos B y células NK, mientras que en las células T fundamentalmente se expresa 
tras su activación (Ozaki et al., 2000; Parrish-Novak et al., 2000; Jin et al., 2004). Además, el receptor de 
la IL-21 se expresa en DCs, macrófagos, células NKT, células epiteliales, fibroblastos y queratinocitos 
(Pelletier y Girard, 2007; Leonard et al., 2008; Spolki y Leonard, 2008; Yi et al., 2010). Esta amplia 
distribución del receptor se corresponde con el amplio abanico de acciones inmunológicas que ejerce 
la IL-21. 
De forma análoga a otros miembros de la familia de receptores γс, la señalización al interior 
celular promovida por este receptor conlleva la activación de las enzimas Jak1 (mediante interacción 
con la subunidad IL-21R) y Jak3 (mediante interacción con la subunidad γс) (Ozaki et al., 2000; Asao et 
al., 2001; Habib et al., 2002) (véase Figura 11). Estas interacciones desembocan a su vez en la activación 
de proteínas STAT. IL-21 activa fundamentalmente STAT3 y STAT1, aunque también débilmente 
STAT5 (Asao et al., 2001; Zeng et al., 2007). Además de la vía Jak/STAT, la IL-21 puede activar otras 
vías. Principalmente se conocen la activación de las vías MAPKs y PI3K (Pelletier y Girard, 2007; 













Figura 11. Vía de señalización IL-21/IL-21R. 
 
Nota: Representación esquemática de los principales mediadores en la señalización intracelular de la citocina IL-21 a través de 
la unión a su receptor.  
Como se menciona con anterioridad, la función de la IL-21 es muy amplia, ya que esta citocina 
desempeña funciones importantes tanto en la respuesta inmune innata como en la adaptativa. A 
través de su participación en ambos tipos de respuesta y dado que es producida por diferentes tipos 
de linfocitos Th que median respuestas inmunes frente a diversos patógenos, la IL-21 está involucrada 
en la inmunidad frente a diversas infecciones causadas por diferentes patógenos, como virus y 
helmintos (Pelletier y Girard, 2007; Leonard et al., 2008; Spolki y Leonard, 2008; Yi et al., 2010). Ambos 
tipos de respuesta inmune pueden ser modulados por la IL-21 ya que ésta actúa sobre diversas células 
y mediante múltiples vías. Sus efectos pleiotrópicos no sólo dependen del tipo celular, sino también 
del estado de diferenciación y activación de las células.  
Sobre la inmunidad innata regula muchos aspectos a través de la modulación de las funciones 
de diversas células. Sobre las DCs presenta efectos inhibitorios, ya que inhibe el proceso de 
maduración y la producción de  citoquinas como IL-6, IL-12, IL-1β y TNFα. En relación a las células 
NK, promueve la proliferación, la producción de IFNγ y la actividad citolítica. Sobre las células NKT, 
la IL-21 induce su supervivencia y su proliferación. Con respecto a los macrófagos, esta citocina activa 
la función fagocítica y proteolítica, así como la supervivencia celular. Además, sobre fibroblastos y 
células epiteliales gástricas, la IL-21 induce la producción de diversas MMPs. (Pelletier y Girard, 2007; 




Por otro lado, la IL-21 muestra también funciones importantes en la respuesta inmune 
adaptativa, tanto celular como humoral, ya que influye sobre la diferenciación, la adquisición de la 
función efectora y el mantenimiento de la respuesta de las células T (colaboradoras y citotóxicas) y las 
células B. Sobre estas últimas, la IL-21 modula diversas funciones (Pelletier y Girard, 2007; Leonard et 
al., 2008; Spolki y Leonard, 2008; Yi et al., 2010). En primer lugar, regula la apoptosis y la proliferación 
celular, promoviendo o inhibiendo una u otra dependiendo de la estimulación antigénica y la 
presencia de señales complementarias. Por otro lado, induce la diferenciación terminal de las células B 
hacia la formación de células plasmáticas, así como el cambio de isotipo de inmunoglobulinas, 
promoviendo la secreción de IgG1, IgG2b e IgG3, e inhibiendo la secreción de IgE. Relacionado con 
ello, la IL-21 también está involucrada en la formación de centros germinales. Aunque no se considera 
necesaria para su formación, si es necesaria para el mantenimiento de los mismos. De manera que, al 
influir sobre varios aspectos de la célula B y la respuesta humoral, la IL-21 presenta un gran impacto, a 
corto y largo plazo, sobre el control de la infección.  
 Además de su función relacionada con las células B, la IL-21 presenta una función destacada 
sobre las células Th (Pelletier y Girard, 2007; Leonard et al., 2008; Spolki y Leonard, 2008; Yi et al., 
2010). Esta citocina está implicada en la modulación de la proliferación de estos linfocitos. Además, la 
IL-21 es capaz de modular la diferenciación de las células Th naïve. En este sentido, su función 
primordial es la promoción de la diferenciación de los linfocitos Th17, sobre los cuales ejerce una 
función autocrina induciendo su desarrollo a partir de linfocitos naïve (véase Bloque III. Apartado 2.). 
Sin embargo, esta interleucina también modula las funciones de otras subpoblaciones, 
fundamentalmente inhibiendo la respuesta de tipo Treg, y amplificando las respuestas de tipo Th2.  
Finalmente, la IL-21 también regula la funcionalidad de las células T CD8 (Pelletier y Girard, 
2007; Leonard et al., 2008; Spolki y Leonard, 2008; Yi et al., 2010). Sobre este tipo celular, promueve la 
activación, la diferenciación, la proliferación, la producción de IFNγ, la función citotóxica y la 
generación de fenotipo memoria.  
De manera que, la IL-21 media numerosas funciones que inducen el desarrollo de una respuesta 
inmune eficaz y completa, ya que involucra todos los tipos de respuesta del SI.  
1.3. CITOCINA IL-22 
Originalmente descrita como factor inducible derivado de células T relacionado con la IL-10 (IL-
TIF, del inglés IL-10-related T cell-derived Inducible Factor), la IL-22 fue posteriormente renombrada y 
agrupada dentro de la familia de citocinas de IL-10 (Dumoutier et al., 2000a; Dumoutier et al., 2000b; 
Xie et al., 2000), que incluye otros miembros como IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24 e IL-26 (Sabat, 2010). 
Con respecto a su estructura, la IL-22 humana es una glicoproteína de 146 aminoácidos (Xie et 




ser un monómero (Nagem et al., 2002), pero también se ha sugerido que la IL-22 puede actuar en 
forma de homodímero (de Oliviera Neto et al., 2008).   
Las fuentes celulares productoras de IL-22 son numerosas. Esta interleucina se expresa en 
diferentes tipos de linfocitos T, incluyendo linfocitos de ambos sistemas, SI innato y adaptativo. Su 
expresión preferente tiene lugar en los linfocitos Th, y en especial en las subpoblaciones Th17 y Th22. 
Sin embargo, las células NK expresan también la citocina, así como otros tipos celulares, como las 
células T γδ, NKT y LTi (Wolk y Sabat, 2006; Eyerich et al., 2010; Witte et al., 2010; Sonnenberg et al., 
2011; Zenewicz y Flavell, 2011).  
El receptor de IL-22 pertenece al grupo de receptores de clase II y está compuesto por un 
heterodímero, formado por las subunidades IL-22R e IL-10Rβ (Xie et al., 2000; Kotenko et al., 2001a; Li 
et al., 2004). Este receptor se encuentra ausente en células inmunes y se expresa fundamentalmente en 
células epiteliales de la piel y los sistemas gastrointestinal y respiratorio, pero también se localiza en el 
riñón, el hígado y el páncreas (Wolk et al., 2004; Tachiiri et al., 2003).  
Además de la expresión de IL-22R en membrana, se ha descrito la existencia de un receptor 
soluble para esta citocina, la proteína denominada IL-22RA2 (del inglés IL-22 Receptor Alpha 2) o IL-
22BP (del inglés IL-22 Binding Protein), la cual actúa como un antagonista natural de la IL-22, 
regulando su  biodisponibilidad (Xu et al., 2001; Kotenko et al., 2001b; Dumoutier et al., 2001). 
La unión de la citoquina a su receptor induce la activación de diferentes vías de señalización 
(véase Figura 12). Fundamentalmente se produce la activación de la vía Jak/STAT. La IL-22 promueve 
la activación de Jak1 y Tyk2 y posteriormente STAT3, aunque también media sus efectos a través de 
STAT1 o STAT5. Sin embargo, la IL-22 media también sus acciones biológicas a través de las vías de 
señalización de las diferentes MAPKs y la vía PI3K. (Wolk y Sabat, 2006; Eyerich et al., 2010; 
Sonnenberg et al., 2011; Zenewicz y Flavell, 2011).  
La función de la IL-22 es clave en la inducción de la respuesta epitelial dirigida frente a los 
patógenos. Numerosos estudios han mostrado su implicación en la respuesta inmune desarrollada en 
las mucosas frente a patógenos de diversos tipos (Wolk y Sabat, 2006; Aujla y Kolls, 2009; Eyerich et 
al., 2010; Witte et al., 2010; Sonnenberg et al., 2011; Zenewicz y Flavell, 2011; Leung y Loke, 2013). El 
patrón de distribución de su receptor, el cual está mayoritariamente expresado en queratinocitos, 
hepatocitos y células epiteliales del aparato respiratorio y el sistema digestivo, sugiere la importante 







Figura 12. Vía de señalización IL-22/IL-22R. 
 
Nota: Representación esquemática de los principales mediadores en la señalización intracelular de la citocina IL-22 a través de 
la unión a su receptor.  
La IL-22 promueve la respuesta epitelial de las mucosas a través de varios mecanismos. En 
primer lugar, esta citocina induce la producción de diversos péptidos anti-microbianos, limitando el 
crecimiento y la diseminación bacteriana. Entre los diferentes péptidos con propiedades anti-
microbianas que inducen, se encuentran defensinas β, proteínas S100, proteínas de la familia Reg y 
lipocalina 2 (Wolk et al., 2004; Boniface et al., 2005; Liang et al., 2006; Wolk et al., 2006; Aujla et al., 2008; 
Zheng et al., 2008; Raffatellu et al., 2009; Sekikawa et al., 2010). 
En segundo lugar, la IL-22 presenta una función protectora y regenerativa sobre las células 
epiteliales, que permite la re-epitelización y regeneración del tejido tras el proceso infeccioso (Wolk y 
Sabat, 2006; Eyerich et al., 2010; Witte et al., 2010; Sonnenberg et al., 2011; Zenewicz y Flavell, 2011). 
Fundamentalmente inhibe la activación de las vías de señalización anti-apoptóticas e induce la 
expresión de proteínas mitogénicas, favoreciendo la supervivencia y la proliferación de las células y 
permitiendo así la preservación del tejido. En este sentido, numerosos trabajos han mostrado que esta 
interleucina induce la migración y la proliferación de células epiteliales e inhibe la diferenciación de 
queratinocitos (Nograles et al., 2008; Wolk et al., 2006; Aujla et al., 2008; Boniface et al., 2005). 
Sumados a los mecanismos de acción descritos, la IL-22 promueve sus acciones anti-bacterianas 
y reparadoras a través de la inducción de otras moléculas de diversos tipos. Numerosos trabajos han 
descrito que IL-22 induce la expresión de proteínas de fase aguda (como proteína amiloide A sérica o 




citoquinas (como TNFα, IL-6 o G-CSF) y quimiocinas (como CXCL1, CXCL5, CXCL8 o CXCL9), entre 
otras (Wolk y Sabat, 2006; Aujla y Kolls, 2009; Eyerich et al., 2010; Witte et al., 2010; Sonnenberg et al., 
2011; Zenewicz y Flavell, 2011; Leung y Loke, 2013). 
De modo que, la IL-22 actúa como mediador de comunicación entre las células Th17 y las 
células residentes de tejido, promoviendo la inducción de una respuesta inmune epitelial, así como la 
conservación de la integridad de la barrera epitelial durante y tras la infección.  
1.4. OTRAS CITOCINAS SECRETADAS POR LAS CÉLULAS Th17 
Los linfocitos Th17 tienen la capacidad de secretar otras moléculas, fundamentalmente 
citocinas, que están también involucradas en las funciones desempeñadas por estas células. 
La IL-26 es una de estas citocinas, aunque únicamente se secreta en las células Th17 humanas 
(Wilson et al., 2007; Manel et al., 2008). Por la distribución de sus receptores, que se encuentran en 
células epiteliales tales como los queratinocitos y las células epiteliales del colón (Hör et al., 2004), se 
cree que esta citocina puede ser importante en la respuesta inmune desarrollada en la piel y el tracto 
gastrointestinal. De hecho, se ha descrito que la IL-26 induce el aumento de la expresión de varias 
quimiocinas y citocinas en las células epiteliales intestinales (Dambacher et al., 2009; Braum et al., 
2012). Además, promueve la proliferación y la supervivencia de las células epiteliales gástricas (You et 
al., 2013). De esta manera, esta citocina contribuye al proceso inflamatorio intestinal desencadenado en 
respuesta a la infección.  
La citocina GM-CSF es otra citocina liberada al medio por las células Th17 (Langrish et al., 2005; 
Codarri et al., 2011; El-Behi et al., 2011). Su función característica, por la que recibe su nombre, es la 
inducción del crecimiento de granulocitos y macrófagos. Sin embargo, es capaz de ejercer otras 
funciones. En relación a su acción sobre los linfocitos Th17, se ha descrito que esta citocina puede 
promover, a través de la inducción de la secreción de citocinas en APCs, la generación y la activación 
de estas células (El-Behi et al., 2011; Wei et al., 2011; Ko et al., 2014). Su producción por las células Th17 
se ha asociado al fenotipo patogénico y la acción pro-inflamatoria desempeñada por estas células 
(véase Bloque III. Apartado 3.1.).  
Por otro lado, los linfocitos Th17 también presentan la capacidad de secretar la quimiocina 
CCL20 (Hirota et al., 2007a; Wilson et al., 2007). Se ha descrito que CCL20 presenta funciones anti-
microbianas y quimioatrayentes (Hoover et al., 2002). Esta citocina es el ligando del receptor de 
quimiocinas denominado CCR6, el cual se expresa en diferentes células, como linfocitos T, B y DCs 
(Schutyser et al., 2003). Las células Th17 expresan CCR6 en la membrana, por lo que son susceptibles a 
la acción de CCL20 (Acosta-Rodríguez et al., 2007a; Annunziato et al., 2007; Hirota et al., 2007a). De 





Además de la quimiocina y las citocinas descritas, las células Th17 tienen la capacidad de 
secretar otras, las cuales pueden cooperar también en el desarrollo de la función de la subpoblación 
Th17. Todas ellas actúan de forma conjunta, e incluso sinérgica en muchas ocasiones, promoviendo el 
desarrollo de la respuesta inmune frente a la infección. Sin embargo, cabe reseñar que, a pesar de los 
efectos beneficiosos que desempeñan en la defensa del huésped, la secreción de estas citocinas se ha 
asociado también al desarrollo de procesos inflamatorios crónicos y autoinmunes (véase Bloque III. 
Apartado III.3.1.). Algunas de estas citocinas se han asociado preferentemente a la adquisición de una 
capacidad pro-inflamatoria exagerada por parte de las células Th17. De tal modo que, numerosas 
enfermedades, que cursan con procesos de este tipo, se han relacionado con una respuesta exacerbada 
de las células Th17.  
2. DIFERENCIACIÓN DE LOS LINFOCTOS Th17 
Como se menciona anteriormente, en un estado homeostático las células Th17 se localizan 
fundamentalmente en la mucosa intestinal. En tal estado, la microbiota comensal induce el desarrollo 
de esta subpoblación linfoide al promover la producción de diversas citocinas como IL-6, IL-23 o IL-
1β. Tales citocinas se inducen también en respuesta a agentes infecciosos. Diferentes patógenos 
estimulan la secreción de estas citocinas y por tanto la inducción del proceso de diferenciación de los 
linfocitos Th17.  
La inducción de la generación de células Th17 por la microbiota comensal o los patógenos tiene 
lugar a partir de células Th naïve en la periferia. El proceso de diferenciación de los linfocitos Th17 
comúnmente se refiere a esta generación de novo de las células Th17 en la periferia. Sin embargo, cabe 
mencionar que algunos investigadores han propuesto la existencia de un proceso de diferenciación de 
estas células que se desarrolla en el timo (Marks et al., 2009; Kim et al., 2011). Estos investigadores 
denominan a las células diferenciadas en esta localización como linfocitos Th17 naturales. De tal modo 
que proponen que el subconjunto de células Th17 podría subdividirse, de un modo similar a las 
células Treg, en células Th17 naturales e inducibles, las cuales presentan diferentes requerimientos 
para su generación, fundamentalmente atendiendo a la señalización mediada por el TCR (Marks et al., 
2009; Kim et al., 2011; Kim et al., 2013a). Se ha propuesto que estas células son funcionalmente distintas 
de las células Th17 inducibles (Massot et al., 2014) y podrían estar involucradas en el reclutamiento de 
los neutrófilos en las mucosas del tracto respiratorio (Tanaka et al., 2009). En humanos, se ha 
identificado una población concreta de células naïve considerada precursora específica de células 
Th17 naturales (Cosmi et al., 2008; Maggi et al., 2010). Estas células, localizadas en el timo o la sangre 
del cordón umbilical, se caracterizan fundamentalmente por la expresión en superficie de la 
glicoproteína CD161 y difieren de otras células naïve en su expresión de RORγt, IL-23R y CCR6 
(Cosmi et al., 2008; Maggi et al., 2010). Sin embargo, a pesar de que estas investigaciones apuntan a la 
existencia de estos dos subtipos de células Th17, las implicaciones funcionales de cada uno de ellos, así 
como los requerimientos concretos para su desarrollo aún no se han determinado, por lo que 




El proceso de diferenciación de las células Th17 es un proceso secuencial y complejo que 
involucra múltiples citocinas, vías de señalización y factores de transcripción. Es, además, un proceso 
fuertemente regulado, que puede ser modulado (potenciado o inhibido) por diversos reguladores, 
entre los que se encuentran diferentes citocinas y factores de transcripción.  
2.1. CITOCINAS NECESARIAS PARA LA DIFERENCIACIÓN Th17 
Tras la publicación del recién descubierto subconjunto Th17, rápidamente se mostró cuáles eran 
las citocinas que requerían las células Th17 para su diferenciación (véase Tabla 2). En el año 2006, tres 
estudios independientes revelaron que la combinación de TGFβ e IL-6 causaba la inducción de las 
células Th17 a partir de células naïve (Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2006). 
TGFβ se había descrito previamente como una citocina necesaria para el desarrollo de las células Treg, 
gracias a la inducción de Foxp3 (Chen et al., 2003a). De tal modo que en ausencia de IL-6 las células 
naïve se dirigían hacia el fenotipo regulador, pero en presencia de IL-6 se diferenciaban a la 
subpoblación Th17 (Bettelli et al., 2006). De modo que, la IL-6 se estableció como una citocina clave en 
la decisión de la célula Th naïve hacia célula Treg o Th17.  
Tabla 2. Citocinas involucradas en la diferenciación de las células Th17. 
Nota: La tabla refleja los trabajos que describen la implicación de cada una de las citocinas en la diferenciación de las células 
Th17 en ratones y en humanos. 
 
Especie Citocina Referencias bibliográficas 
Ratón 
 
TGFβ Betelli et al., 2006; Ivanov et al., 2006; Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2006. 
IL-6 Betelli et al., 2006; Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2006. 
IL-1β Sutton et al., 2006a;  Veldhoen et al., 2006; Kryczek et al., 2007; Chung et al., 
2009; Ghoreschi et al., 2010; Ikeda et al., 2014. 
TNFα Sutton et al., 2006a;  Veldhoen et al., 2006. 
IL-21 Korn et al., 2007; Nurieva et al., 2007; Wei et al., 2007; Zhou et al., 2007. 
IL-23 Aggarwal et al., 2003; Murphy et al., 2003; Langrish et al., 2005;  Yang et al., 
2007; Zhou et al., 2007; McGeachy et al., 2009. 
Humano 
 
TGFβ Manel et al., 2008;  Volpe et al., 2008; Yang et al., 2008a.  
IL-6 Acosta-Rodríguez et al., 2007b. 
IL-1β Acosta-Rodríguez et al., 2007b; Wilson et al., 2007; Cosmi et al., 2008; Lee et al., 
2010. 
IL-21 Yang et al., 2008a. 
IL-23 Chen et al., 2007; Wilson et al., 2007;  Cosmi et al., 2008; Manel et al., 2008; Volpe 




Todos estos estudios fueron llevados a cabo sobre células Th17 murinas. Los primeros trabajos 
realizados en humanos mostraron diferencias en el requerimiento de TGFβ, indicando que esta 
citocina no era necesaria para la diferenciación de células Th17 humanas (Acosta-Rodriguez et al., 
2007b; Chen et al., 2007; Wilson et al., 2007). Sin embargo, posteriormente, otros autores mostraron que 
TGFβ era esencial en la diferenciación de estas células en humanos (Manel et al., 2008; Volpe et al., 
2008; Yang et al., 2008a). No obstante, después se sugirió que la presencia de esta citocina durante la 
diferenciación era también dispensable para el caso de las células murinas (Das et al., 2009; Ghoreschi 
et al., 2010), mostrando por tanto que TGFβ ejercía un efecto indirecto sobre el proceso de 
diferenciación. La primera hipótesis que se barajó para explicar estas discrepancias sugirió éstas se 
debían a las diferentes condiciones de experimentación, en relación al uso o no de suero. 
Posteriormente, se ha postulado que el requerimiento o no de esta citocina varía en función del origen 
de las células de estudio (Annunziato y Romagnani, 2011). 
Los estudios que permitieron caracterizar la función de las citocinas TGFβ e IL-6 pusieron de 
manifiesto también la implicación de la citocinas IL-1β en el proceso de diferenciación de los linfocitos 
Th17 (Veldhoen et al., 2006). En el mismo año, se describió que los ratones deficientes en el receptor de 
la IL-1β presentaban una baja inducción de la generación de células Th17, evidenciándose así la 
importante implicación de esta citocina (Sutton et al., 2006a). Paralelamente, los trabajos acerca de la 
diferenciación en humanos mostraron también una fuerte implicación de la misma en el proceso, 
actuando sola o en cooperación con otras citocinas (Acosta-Rodriguez et al., 2007b; Wilson et al., 2007; 
Cosmi et al., 2008; Lee et al., 2010).  
Estos trabajos permitieron también identificar la función inductora de TNFα sobre el proceso de 
diferenciación, actuando en cooperación con la IL-1β en la inducción de IL-17 (Sutton et al., 2006a; 
Veldhoen et al., 2006). 
Una vez identificadas estas citocinas, seguidamente se reveló también la función de la citocina 
IL-21 como factor promotor del desarrollo de las células Th17 (Korn et al., 2007; Nurieva et al., 2007; 
Wei et al., 2007; Zhou et al., 2007; Yang et al., 2008a). Sin embargo, algunos estudios mostraron que su 
presencia durante el proceso de diferenciación era dispensable (Coquet et al., 2008; Sondenegger et al., 
2008a). Los primeros trabajos mostraron que esta citocina se producía en grandes cantidades en los 
propios linfocitos Th17, en comparación con otros subconjuntos Th, por lo que se describió que la IL-
21 constituía un factor autocrino capaz de establecer un bucle de auto-amplificación en el proceso de 
diferenciación (Korn et al., 2007; Nurieva et al., 2007; Wei et al., 2007; Yang et al., 2008a).  
En un primer momento se consideró a la IL-23 como la citocina conductora del proceso de 
diferenciación de las células Th17. Tal conclusión fue sostenida dado que se había publicado 
previamente que ésta citocina promovía la producción de IL-17 y la expansión de las células Th 
activadas productoras de esta citocina (Aggarwal et al., 2003; Murphy et al., 2003; Langrish et al., 2005). 




presentaban el receptor para la misma y que esta citocina era incapaz de promover la generación de 
células Th17 a partir de estos linfocitos. Una vez descubierta que su función no estaba implicada en los 
procesos tempranos de la diferenciación de estas células se evaluó su posible papel sobre la misma. 
Así, fue establecida su función principal para el desarrollo completo y sostenido de los linfocitos Th17, 
caracterizándola como la citocina causante de la expansión y estabilización de esta subpoblación 
(Zhou et al., 2007; McGeachy et al., 2009).  
Por tanto, a diferencia de los procesos de diferenciación de Th1 o Th2, donde una única citocina 
es la principal responsable del proceso, en el caso de las células Th17 son múltiples las citocinas que 
intervienen en la diferenciación. De modo que, este proceso es muy complejo y necesita de la 
combinación de varias de ellas para que se produzca de forma completa.   
2.2. FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN NECESARIOS PARA LA DIFERENCIACIÓN Th17 
En paralelo al estudio de las citocinas, los diferentes trabajos pusieron de manifiesto cuáles son 
aquellos factores de transcripción que están involucrados en la diferenciación de las células Th17. Así 
fue identificado en primer lugar el factor de trascripción RORγt, el cual fue definido como el 
regulador maestro de esta subpoblación Th (Ivanov et al., 2006). A pesar de ser descrito como el factor 
de transcripción principal en este proceso, RORγt no actúa de forma aislada, sino que coordina la 
actividad de varios factores de transcripción esenciales en la diferenciación de las células Th17. 
El factor de transcripción RORγt (o su homólogo humano RORC) pertenece a la familia de 
receptores para el ácido retinoico ROR, compuesta por RORA, RORB y RORC (Jetten et al., 2001). 
RORγt es una variante transcripcional de RORγ que se expresa en linfocitos T (He et al., 1998). Se ha 
descrito que RORγt se expresa selectivamente en las células Th17 (Ivanov et al., 2006). Su función en la 
diferenciación de estas células es esencial ya que desencadena su programa transcripcional 
característico. Este factor de transcripción es necesario y suficiente para la expresión de las citocinas 
características de esta subpoblación IL-17, IL-17F e IL-22 (Ivanov et al., 2006; Ichiyama et al., 2008; 
Manel et al., 2008; Volpe et al., 2008). Destaca entre ellas, la IL-17, que es la citocina más características 
de estas células. Con respecto a ella, se ha mostrado que este factor de transcripción induce su 
producción ya que es capaz de unirse directamente al promotor del gen IL-17 (Ichiyama et al., 2008). 
Además de la inducción de las citocinas, RORγt promueve también la expresión de IL-23R (Ivanov et 
al., 2006), promoviendo así no sólo las fases tempranas de la diferenciación, sino también la 
estabilización del linaje Th17.  
A pesar de la importante función que se ha descrito para RORγt, la diferenciación de los 
linfocitos Th17 requiere también de la presencia de otros factores de transcripción. RORα (o su 
homólogo humano RORA) es otro factor de transcripción, perteneciente a la misma familia, el cual 
también se expresa de forma selectiva en las células Th17 (Yang et al., 2008b). Presenta una función 




sinérgica, análoga y redundante en la generación de las células Th17 y su inhibición conjunta conlleva 
la inhibición total de la generación de estas células (Yang et al., 2008b).  
Asimismo, STAT3 es también un factor de transcripción crucial en la diferenciación de las 
células Th17, a pesar de que su expresión no es exclusiva de esta subpoblación Th. Su importante 
implicación en este proceso se debe a que STAT3 está implicado en la regulación global de los 
programas de expresión génica de los linfocitos Th17 (Harris et al., 2007; Mathur et al., 2007; Yang et al., 
2007). Esta gran importancia en la generación de estas células queda manifiesta cuando la expresión 
de este factor se encuentra ausente o alterada, como es el caso de los individuos que padecen el 
síndrome de Hiper-IgE, anteriormente mencionado, o los ratones deficientes en su expresión (Harris et 
al., 2007; Yang et al., 2007). Las citocinas que promueven la diferenciación de estas células, como la IL-
6, la IL-21 o la IL-23, activan preferentemente STAT3. Su activación promueve fuertemente la 
diferenciación Th17 dado que este factor de transcripción está involucrado en la regulación de la 
expresión de varias moléculas asociadas a las células Th17, como son IL-17, IL-17F, IL-21, IL-21R, IL-
22, IL-23R y RORγt (Nurieva et al., 2007; Wei et al., 2007; Yang et al., 2007; Zhou et al., 2007; Durant et 
al., 2010). Para el caso de las citocinas IL-17 e IL-17F, se ha descrito que STAT3 se une directamente a 
los promotores de los genes que las codifican (Chen et al., 2006). Además de promover la expresión del 
factor de transcripción RORγt, se ha puesto de manifiesto que STAT3 y RORγt cooperan en la 
producción de IL-17 (Zhou et al., 2007). De modo que ambos factores de transcripción actúan en 
conjunto promoviendo el desarrollo de las células Th17.  
La actuación conjunta de los factores de transcripción, así como la participación de varios de 
ellos, refleja también la complejidad del proceso de diferenciación de las células Th17. Este proceso 
implica la activación de una compleja red de factores de transcripción activados a través de diferentes 
vías de señalización intracelulares. Esta red está formada no sólo por los factores anteriormente 
descritos, sino que otros factores de transcripción también están involucrados en la diferenciación de 
estas células, aunque desempeñan funciones menos relevantes. Estos factores de transcripción actúan 
como moduladores del proceso, regulándolo positiva o negativamente.  
2.3. RELACIONES RECÍPROCAS EN LA DIFERENCIACIÓN Th17 Y Treg 
La diferenciación de los linfocitos Th17 y Treg está fuertemente relacionada (véase Figura 13). 
De hecho, se ha descrito la existencia de un precursor común para ambas subpoblaciones, el cual 
surge durante una fase muy temprana en la diferenciación en la que las células Th naïve co-expresan 
los factores de transcripción Foxp3 y RORγt (Ichiyama et al., 2008; Yang et al., 2008b; Zhou et al., 2008). 
El proceso de diferenciación de ambas subpoblaciones presenta moduladores comunes que muestran 
relaciones recíprocas con cada una de ellas. Un modulador clave en la diferenciación de ambos 
subconjuntos es TGFβ es necesario para la diferenciación de las células Treg así como los linfocitos 
Th17. Sin embargo, esta citocina modula de forma diferencial la generación de cada una de las 




las células Treg se favorece a altas concentraciones de la citocina, mientras que se necesita una baja 
concentración para la diferenciación de las células Th17, ya que altas concentraciones inhiben este 
proceso (Zhou et al., 2008). Además de TGFβ, otras moléculas son moduladores clave en el proceso de 
diferenciación de ambas subpoblaciones, entre las cuales se encuentran diversos factores de 
transcripción. Los factores de transcripción STAT5 y STAT3 ejercen funciones antagónicas y 
competitivas sobre la diferenciación de cada uno de los subtipos, Treg y Th17 respectivamente 
(Laurence et al., 2007; Yang et al., 2011). Por su parte, AhR es un factor de transcripción involucrado en 
la diferenciación tanto de células Treg como de linfocitos Th17, dependiendo del ligando que lo active 
(Quintana et al., 2008; Singh et al., 2011). Paralelamente, Runx1 es otro factor de transcripción asociado 
a la diferenciación de ambos tipos celulares ya que puede interaccionar con Foxp3 y con RORγt, de tal 
modo que su unión a uno u otro factor de transcripción permite el desarrollo de las células Treg o 
Th17 respectivamente (Zhang et al., 2008). Se ha caracterizado que su función es necesaria para el 
proceso de re-diferenciación de las células Treg hacia un fenotipo Th17, ya que permite la expresión 
sostenida de Foxp3, RORγt e IL-17 (Li et al., 2012a). Conjuntamente, el factor de transcripción IRF4, 
implicado en los procesos de diferenciación de varios subtipos Th, se expresa también en ambos tipos 
celulares, Treg y Th17 (Brüstle et al., 2007; Zheng et al., 2009). Otro factor de transcripción modulador 
recíproco de la diferenciación de ambas subpoblaciones es el propio Foxp3. Este factor de 
transcripción tiene la propiedad, no sólo de promover el desarrollo de las células Treg, sino de inhibir 
la generación de células Th17, ya que se une directamente a los factores de transcripción RORγt y 
RORα impidiendo su actividad transcripcional (Zhou et al., 2008; Yang et al., 2008b; Ichiyama et al., 
2008; Du et al., 2008). En suma, todos estos moduladores están implicados en el desarrollo recíproco de 
ambas subpoblaciones de forma antagónica, de tal modo que la generación de una subpoblación 
modula negativamente la generación de la otra.  
A pesar de este antagonismo entre los procesos de diferenciación de ambas subpoblaciones, las 
células Treg maduras pueden re-diferenciarse hacia células Th17 (véase Figura 13). Diversos estudios, 
tanto in vivo como in vitro, han mostrado esta conversión de los linfocitos Treg murinos y humanos 
hacia células Th17. La re-diferenciación en sentido inverso, es decir, desde células Th17 hacia un 
fenotipo Treg, no se ha mostrado en igual medida. No obstante, se ha descrito que los linfocitos Th17 
pueden adquirir un fenotipo T regulador (Hoechst et al., 2011; Obermajer et al., 2014). El proceso de 
conversión de las células Treg hacia Th17 presenta múltiples moduladores entre los que destacan 
citocinas como IL-6, IL-1β, Ll2, IL-23, IL-21 e IL-15 (Xu et al., 2007; Koenen et al., 2008; Osorio et al., 
2008; Yang et al., 2008b; Baban et al., 2009; Beriou et al., 2009; Chung et al., 2009; Deknuydt et al., 2009; 
Leveque et al., 2009; Sharma et al., 2009; Voo et al., 2009; Li et al., 2010; Nyirenda et al., 2011). 
Contrariamente, existen también moduladores negativos de este proceso de conversión, tales como el 
ácido retinoico (Yang et al., 2008b) o la enzima Indolamino-2,3-dioxigenasa (IDO) (Baban et al., 2009; 





Figura 13. Relaciones recíprocas y plásticas en la diferenciación de las células Th17 y Treg. 
 
Nota: Representación esquemática de la interrelación en el proceso de diferenciación de las células Treg y Th17. Se muestran las 
principales citocinas, factores de transcripción y otros mediadores involucrados en los procesos de diferenciación de ambas 
subpoblaciones, así como en el proceso de re-diferenciación de las células Treg hacia el fenotipo Th17.  
 
2.4. FASES DE LA DIFERENCIACIÓN Th17 
En el caso de la subpoblación Th17, se han definido claramente las tres fases de la 
diferenciación, en cada una de las cuales participan las distintas citocinas (véase Figura 14). La fase de 
inducción de la diferenciación está fundamentalmente mediada por TGFβ, IL-6 e IL-1β; la fase de 
amplificación tiene lugar gracias a la acción de la citocina IL-21; y la fase de estabilización se desarrolla 
a través de la citocina IL-23. Todo ello tiene lugar de forma secuencial, de manera que las citocinas que 
participan en una fase promueven la acción de las citocinas de fases posteriores. Por otro lado, en este 
proceso, además de establecerse una serie de fenómenos secuenciales, se establecen bucles de 
retroalimentación, ya que varias citocinas promueven su propia expresión o la de su receptor, los 
factores de transcripción que son activados por las citocinas a su vez promueven la expresión de las 
mismas, etc. Todo ello da lugar a un proceso complejo, pero ordenado, que permite la generación y la 







Figura 14. Fases de la diferenciación de las células Th17. 
 
Nota: Representación esquemática de las principales citocinas involucradas en las diferentes fases de la diferenciación de las 
células Th17. 
Durante la fase de inducción de la diferenciación las citocinas TGFβ, IL-6 e IL-1β, junto con la 
estimulación causada por el TCR y las señales co-estimuladoras, dan lugar a la inducción de RORγt, la 
producción de IL-17 e IL-21, así como la expresión de IL-23R (Bettelli et al., 2006; Ivanov et al., 2006; 
Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2006). 
TGFβ presenta una función dual en la diferenciación de la subpoblación Th17, siendo inductora 
a bajas dosis e inhibidora a dosis elevadas (Zhou et al., 2008). Su función inhibidora tiene lugar ya que 
es capaz de reprimir la actividad transcripcional de RORγt, inhibir la expresión de IL-17 e IL-23R y 
favorecer la expresión de Foxp3 induciendo un fenotipo Th regulador (Chen et al., 2003a; Manel et al., 
2008; Yang et al., 2008b; Zhou et al., 2008). Además, TGFβ inhibe la producción de una de las citocinas 
efectoras de las células Th17, la IL-22 (Chen et al., 2007; Volpe et al., 2008; Yang et al., 2008a). Sin 
embargo, la presencia de otras citocinas implicadas en este proceso de diferenciación, como IL-6, IL-1β 
o IL-21, es capaz de subsanar los efectos de la represión ejercida por TGFβ y promover el programa 
transcripcional de las células Th17 (Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006; Korn et al., 2007; Nurieva et 
al., 2007; Manel et al., 2008; Yang et al., 2008a; Ikeda et al., 2014). No obstante, a pesar de su función 
inhibitoria, TGFβ presenta una función esencial en la inducción de la diferenciación de estos linfocitos, 
ya que promueve este proceso a través de múltiples vías. Esta citocina induce la expresión de RORγt, 
RORα e IL-23R (Mangan et al., 2006; Manel et al., 2008; Zhou et al., 2008). Además, TGFβ es necesario 
para mantener la respuesta en la célula a IL-6. Mientras la activación del TCR o la exposición a IL-6 
inhiben la expresión de IL-6Rα, TGFβ induce su expresión, promoviendo así las acciones de esta 
citocina (Malhotra et al., 2010). Asimismo, TGFβ es capaz de inhibir la expresión, inducida por IL-6 e 




STAT3, lo que en último término induce el programa transcripcional de etas células. Por otro lado, 
TGFβ es esencial en la generación de los linfocitos Th17 ya que inhibe la expresión de T-bet y GATA3, 
bloqueando así la posibilidad de las células naïve de diferenciarse hacia los subtipos Th1 y Th2 (Yang 
et al., 2008a; Das et al., 2009; Santarlasci et al., 2009). 
Por su parte, la IL-6 presenta también funciones importantes en el desarrollo de estas células. 
Como se describe con anterioridad, junto con TGFβ, esta citocina desencadena el programa 
transcripcional propio de las células Th17, regulando la expresión de diferentes moléculas, entre ellas 
el master regulator RORγt y el receptor para IL-23 (Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006; Veldhoen et 
al., 2006; Zhou et al., 2007). La IL-6 además induce la expresión de IL-21 (Nurieva et al., 2007), lo que 
permite que la primera fase de la diferenciación induzca la segunda fase de la misma.  
Así mismo, la IL-1β, sola o en cooperación con otras citocinas, promueve mayoritariamente la 
expresión de RORγt, IL-17 e IL-22, entre otras moléculas (Sutton et al., 2006a; Veldhoen et al., 2006; 
Acosta-Rodriguez et al., 2007b; Kryczek et al., 2007; Wilson et al., 2007; Chung et al., 2009; Ghoreschi et 
al., 2010; Ikeda et al., 2014). 
La fase de amplificación depende de la expresión de la IL-21. Durante esta fase la IL-21 coopera 
con TGFβ e IL-6 para inducir la expresión de RORγt e IL-23R, así como la producción de IL-17 e IL-21, 
causando una autorregulación positiva (Korn et al., 2007; Nurieva et al., 2007; Yang et al., 2008a; Zhou 
et al., 2008). Esta citocina puede ser considerada como un nexo de unión entre la primera fase, ya que 
es inducida por la IL-6 y la fase de estabilización, ya que promueve la respuesta de la células a la IL-
23.  
La fase de estabilización de la diferenciación es promovida, por tanto, por las primeras fases de 
la misma, ya que las citocinas involucradas en tales fases inducen la expresión del receptor de IL-23, 
favoreciendo así la respuesta de la célula a IL-23. Además de la acción inductora de las citocinas TGFβ, 
IL-6, IL-1β e IL-21 sobre la expresión de IL-23R (Mangan et al., 2006; Nurieva et al., 2007; Yang et al., 
2007; Zhou et al., 2007; Manel et al., 2008; Volpe et al., 2008; Yang et al., 2008a), la expresión de este 
receptor depende también de RORγt (Ivanov et al., 2006). Finalmente, tal expresión también se induce 
por la propia IL-23, la cual establece un bucle de retroalimentación positiva (Chen et al., 2007; Manel et 
al., 2008). Además de IL-23R, la IL-23 promueve la expresión de IL-17, IL-17F e IL-22 y RORγt (Chen et 
al., 2007; Wilson et al., 2007; Yang et al., 2007; Zhou et al., 2007), causando la adquisición completa y 
estable del fenotipo Th17. 
2.5. REGULACIÓN DE LA DIFERENCIACIÓN Th17 
El proceso de diferenciación de los linfocitos Th17 es un proceso fuertemente regulado.  
Numerosos factores intervienen en la regulación, afectando positiva o negativamente a la generación 
de las células Th17 (véase Figura 15). La regulación positiva es importante puesto que estas células 




patogénico de las células Th17, la regulación negativa es también importante para limitar su función 
pro-inflamatoria, evitando el desarrollo de una respuesta inflamatoria Th17 exagerada que pueda 
desencadenar la aparición de una enfermedad inflamatoria crónica o autoinmune.  
La regulación ejercida sobre el proceso de diferenciación de las células Th17 se lleva a cabo 
fundamentalmente a través de citocinas. Su efecto modulador puede involucrar mecanismos directos 
e indirectos. De forma directa, las citocinas intervienen a través de su unión a los receptores 
expresados en las células naïve o en las células Th17. Actúan en proceso de diferenciación, modulando 
el programa transcripcional a través de varias vías de señalización. Por otro lado, pueden actuar de 
manera indirecta fundamentalmente inhibiendo la producción por parte de las células inmunes de las 
citocinas inductoras de la diferenciación Th17 o promoviendo el desarrollo de otras subpoblaciones. 
Diferentes citocinas están involucradas en la regulación de este proceso, las cuales son capaces de 
modularlo positiva o negativamente. La regulación positiva se ejerce principalmente a través de las 
citocinas descritas anteriormente como promotoras de la diferenciación. Sin embargo, existen otras 
citocinas que ejercen efectos de menor relevancia, como por ejemplo el factor activador de células B 
(BAFF, del inglés B-cell Activating Factor) (Lai Kwan Lam et al., 2008).   
Figura 15. Regulación de la diferenciación de las células Th17. 
 
Nota: Representación esquemática de los principales factores moduladores de la diferenciación de las células Th17. 
Por otra parte, existen varias citocinas que ejercen efectos inhibidores sobre la diferenciación de 
las células Th17. Interleucinas como IL-27, IL-2, IFNγ e IL-4, que participan en la diferenciación de las 
subpoblaciones Th1, Th2 o Treg, son inhibidoras de la diferenciación del subconjunto Th17. La 
citocina IL-27 es el antagonista más destacado de la generación de las células Th17, sobre las cuales 




actúa directamente suprimiendo la expresión de RORγt y IL-17 de manera dependiente de STAT1 
(Batten et al., 2006; Stumhofer et al., 2006; Neufert et al., 2007; Liu y Rohowsky-Kochan, 2011). Además 
la IL-27 ejerce efectos indirectos sobre la diferenciación de las células Th17 ya que promueve, en 
presencia de TGFβ, la generación de células Treg (Awasthi et al., 2007).  
La IL-2 es otra citocina cuyo efecto inhibidor sobre la generación de las células Th17 es 
ampliamente conocido (Stockinger, 2007). Su acción inhibidora se logra a través de varios mecanismos 
de acción, que afectan directamente a las células Th17 o indirectamente a través de la inducción de 
otros subtipos Th. De forma indirecta, la IL-2 regula generación de las células Th17 ya que induce la 
diferenciación de la subpoblación Th1 mediante el aumento de la expresión de T-bet e IL-12Rβ2 (Liao 
et al., 2011), lo cual en última instancia genera inhibición de la diferenciación de estas células por 
regulación cruzada entre subpoblaciones Th. Además, la IL-2 es capaz de inducir la generación de 
células Treg promoviendo la expresión de Foxp3 a través de la inducción de la expresión de STAT5, 
regulando así el balance Treg/Th17. Esta inducción de la expresión de STAT5 también ejerce un efecto 
directo sobre las células Th17 que conduce a la inhibición de la transcripción de IL-17 (Laurence et al., 
2007; Yang et al., 2011). Así mismo, sobre las células Th17, la IL-2 inhibe la señalización mediada por la 
IL-6 (Liao et al., 2011).  
Como se describe con anterioridad, las diferentes subpoblaciones linfoides ejercen entre sí 
mecanismos de regulación cruzada, impidiendo unas el desarrollo de las otras (véase Bloque II 
Apartado 1.7.2.). En esta línea, las citocinas IFNγ e IL-4, características de las subpoblaciones Th1 y Th2 
respectivamente,  son inhibidoras de la generación de células Th17 (Harrington et al., 2005; Park et al., 
2005). Además, otras citocinas relacionadas de la subpoblación Th2, como IL-25 e IL-13, también 
inhiben el desarrollo de las células Th17 de manera indirecta a través de la inhibición de la expresión 
de IL-23 e IL-1β (Kleinschek et al., 2007). 
Finalmente, la IL-10, cumplidamente conocida por sus propiedades inmunomoduladoras sobre 
la diferenciación de los linfocitos Th efectores. Las células Th17 expresan el receptor para esta citocina 
a través del cual la IL-10 puede inhibir la proliferación de esta subpoblación (Huber et al.,2011). Las 
propias células Th17 pueden producirla estableciendo así posiblemente un mecanismo de auto-
regulación (McGeachy et al., 2007).  
 La regulación llevada a cabo por las citocinas da lugar a la activación y/o inhibición de 
determinados factores de transcripción, los cuales regulan el proceso de diferenciación de los 
linfocitos Th17. Algunos de ellos son reguladores positivos y otros reguladores negativos del mismo. 
Entre los reguladores positivos se encuentran factores de transcripción como AhR, IRF4 y Runx1, 
entre otros.   
AhR es un factor de transcripción inductor de la diferenciación de las células Th17. Se ha 
descrito que AhR se expresa de forma preferente en las células Th17 y su activación, la cual es 




especialmente la expresión de IL-22, pero también la de IL-17A y IL-17F (Kimura et al., 2008; Quintana 
et al., 2008; Veldhoen et al., 2008b; Veldhoen et al., 2009; Ramirez et al., 2010). No obstante, su expresión 
no se limita a la subpoblación Th17, por lo que está relacionado con otros subconjuntos como las 
células Treg y Th22 (Quintana et al., 2008; Trifari et al., 2009). 
Por su parte, el factor de transcripción IRF4, aunque no se expresa de forma exclusiva en los 
linfocitos Th17, presenta una función notable promoviendo su desarrollo (Brüstle et al., 2007). Este 
factor de transcripción es importante para la expresión de IL-17 e IL-21 (Chen et al., 2008a;  Biswas et 
al., 2010). Destaca su función sobre esta última citocina, ya que IRF4 promueve tanto su expresión 
como su señalización durante el proceso de diferenciación de las células Th17 (Huber et al., 2008). Se 
ha descrito que su función sobre esta citocina la desempeña en cooperación con el factor de 
transcripción STAT3 (Kwon et al., 2009).  
En paralelo, el factor de transcripción Runx1 es también un factor inductor de la diferenciación 
de los linfocitos Th17. Concretamente, se ha mostrado que Runx1 induce la expresión de  RORγt e 
interacciona con él promoviendo la expresión de la IL-17 (Zhang et al., 2008). Sin embargo, Runx1 
también puede interaccionar con los factores de transcripción Foxp3 y T-bet, lo que puede influenciar 
negativamente en el desarrollo de las células Th17 (Zhang et al., 2008; Lazarevic et al., 2011).  
Otro factor de transcripción que actúa como modulador positivo de la diferenciación de estas 
células es Smad2 (Malhotra et al., 2010; Martinez et al., 2010). Se ha mostrado que puede actuar como 
co-factor de RORγt mediando la expresión de los genes característicos de las células Th17 (Martinez et 
al., 2010).  
Finalmente, al igual que los factores de transcripción descritos, muchos otros factores también 
son capaces de promover el desarrollo de estas células, tales como los denominados BATF, HIF1α, 
miembros de la familia NFκB y CREMα (Dong, 2008; Hirahara et al., 2010; Hwang, 2010; Kurebayashi 
et al., 2013). 
Por otro lado, existen también numerosos factores de transcripción capaces de regular de forma 
negativa la diferenciación de los linfocitos Th17. Como en el caso de las citocinas, existe también una 
regulación cruzada entre subpoblaciones Th a nivel de los factores de transcripción otras (véase Bloque 
II. Apartado 1.7.2.). De tal modo que, factores de transcripción como Foxp3 o Ets-1, característicos de 
células Treg y Th1, respectivamente, influyen negativamente sobre la transcripción de estas células. Se 
ha descrito que Foxp3 es capaz de antagonizar la actividad de RORγt y RORα inhibiendo por tanto el 
programa transcripcional de las células Th17 (Du et al., 2008; Ichiyama et al., 2008; Yang et al., 2008b; 
Zhou et al., 2008). Por su parte, Ets-1 también inhibe la generación de las células Th17, posiblemente a 
través de un mecanismo que involucre la producción de IL-2 (Moisan et al., 2007). 
Otros factores de transcripción que participan en la regulación negativa de la generación de las 




inhibitorios de diversas citocinas sobre la diferenciación de estos linfocitos. Como se describe con 
anterioridad, la IL-27 media sus efectos a través de la activación de STAT1, el cual ejerce una acción 
inhibitoria sobre la generación de esta subpoblación linfoide (Batten et al., 2006; Stumhofer et al., 2006; 
Liu y Rohowsky-Kochan, 2011). La IL-2 sin embargo actúa a través de la activación de STAT5 
(Laurence et al., 2007; Yang et al., 2011). Este factor de transcripción modula fuertemente la función de 
STAT3. STAT5 compite con STAT3 en su unión al promotor del locus IL-17a-IL-17f desplazándolo e 
impidiendo por tanto la transcripción de estas citocinas (Yang et al., 2011).  
Así mismo, los factores de transcripción de la familia Smad también pueden modular de forma 
negativa la diferenciación linfoide Th17. Se ha mostrado que el factor de transcripción Smad3 actúa 
como inhibidor de la diferenciación Th17 al inhibir la actividad transcripcional de RORγt (Martinez et 
al., 2009).  
Finalmente, otros factores de transcripción que influyen negativamente en la generación de los 
linfocitos Th17 son los denominados Eomes o eomesodermina, LXR, TCF-1 o PPAR, entre otros 
(Dong, 2008; Hirahara et al., 2010; Hwang, 2010; Kurebayashi et al., 2013).  
Sumado a todos los mecanismos de regulación anteriormente descritos, se encuentran otros 
mediadores, de diversos tipos, del proceso de diferenciación. En primer lugar, al igual que el resto de 
los linfocitos Th, la diferenciación de las células Th17 también se ve afectada por la señal recibida a 
través del TCR y la co-estimulación, mediada por moléculas co-estimuladoras como ICOS y CD40 
(Bauquet et al., 2009; Iezzi et al., 2009; Purvis et al., 2010). Por otro lado, las modificaciones post-
trasncripcionales, las cuales, como se menciona con anterioridad, son moduladoras de los procesos de 
diferenciación de los linfocitos Th, se han asociado a la regulación de la diferenciación de los linfocitos 
Th17 (véase Bloque II.  Apartado 1.6.). Por ejemplo, se ha descrito la importancia de la regulación 
llevada a cabo por los microRNAs sobre las células Th17 (Wei y Pei, 2010). Por otro parte, otros 
moduladores de la diferenciación de estas células son metabolitos producidos por el metabolismo 
celular. Además de los ya mencionados metabolitos que actúan como ligandos de AhR, un conocido 
regulador negativo de la diferenciación de estas células es el ácido retinoico (Cassani et al., 2012; 
Raverdeau y Mills, 2014). Se trata de un metabolito de la vitamina A que regula negativamente la 
diferenciación de las células Th17, a la que promueve la diferenciación de las células Treg (Mucida et 
al., 2007; Schambach et al., 2007; Elias et al., 2008; Xiao et al., 2008). Es capaz de inhibir la inducción de 
la diferenciación de las células Th17 mediada por la IL-6 e IL-23, y promover, a través de TGFβ, la 
generación de células Treg (Mucida et al., 2007; Xiao et al., 2008). Por último, otro tipo de moduladores 
de la diferenciación de la subpoblación Th17 son moléculas que señalizan a través de receptores de 
tipo GPCRs. Una de estas moléculas es el fosfolípido esfingosina 1 fosfato, el cual es abundante en la 
sangre y actúa como regulador de la salida de los linfocitos de las estructuras linfoides así como del 
tráfico de linfocitos T (Matloubian et al., 2004). Se ha descrito que este fosfolípido, a través de su 
señalización mediante su receptor GPCR, participa en el aumento de la expresión de IL-17 (Huang et 




trata de otra clase de lípido conocido ampliamente por su importante implicación en la inflamación. Se 
ha mostrado que PGE2 incrementa la expresión de IL-17 y CCL20 (Chizzolini et al., 2008; Boniface et 
al., 2009). En base a estos hallazgos, se ha postulado que posiblemente otras moléculas que señalicen a 
través de esta clase de receptores tengan efectos similares (O´Shea et al., 2009).  
En suma, la diferenciación de las células Th17 es un proceso fuertemente regulado que implica 
numerosos moduladores, inductores o inhibidores, así como numerosas vías de señalización y factores 
de transcripción.  
3. HETEROGENEIDAD Y PLASTICIDAD DE LOS LINFOCTOS Th17 
Una vez diferenciadas, las células Th17 se caracterizan por la expresión una serie de marcadores 
fenotípicos propios que han adquirido durante el proceso de diferenciación. Aunque las células Th17 
son clásicamente definidas por su expresión de IL-17, estas células expresan varias moléculas de 
diversos tipos que las distinguen a partir de otros linajes de células T efectoras. Se trata de moléculas 
que presentan una expresión estable en las células Th17 efectoras o de memoria. En las células Th17 
humanas, las moléculas mejor caracterizadas como marcadores fenotípicos son, en primer lugar, el 
factor de transcripción RORγt (Acosta-Rodríguez et al., 2007a; Annunziato et al., 2007). Además, el 
receptor de quimiocinas CCR6 se ha definido como un marcador específico de linaje para esta 
subpoblación linfoide (Acosta-Rodríguez et al., 2007a; Annunziato et al., 2007). Dado que este 
marcador se encuentra predominantemente expresado en los linfocitos Th17, permite distinguir a 
estas células de las demás Th, con la excepción de las Treg (Kleinewietfeld et al., 2005). Así mismo, la 
expresión de IL-23R también se ha caracterizado como un marcador fenotípico asociado 
específicamente a los linfocitos Th17 (Annunziato et al., 2007; Wilson et al., 2007). Finalmente, la 
molécula CD161, se ha designado también como un marcador del fenotipo Th17 (Cosmi et al., 2008; 
Maggi et al., 2010). La expresión de esta molécula está relacionada con la expresión elevada de CCR6, 
RORγt e IL-23R (Cosmi et al., 2008). Todos estos marcadores fenotípicos definen de forma general la 
subpoblación linfoide Th17. No obstante, esta subpoblación se caracteriza por mostrar un alto grado 
de heterogeneidad y plasticidad fenotípica. Aunque se ha descrito que las células Th17 generadas in 
vivo, a diferencia de las generadas in vitro, mantienen la expresión de IL-17 comportándose como 
células Th17 de memoria estables (Lexberg et al., 2008), sin embargo de forma general se ha sugerido 
que estas células no son estables, sino que necesitan ayuda del microambiente para mantener su 
programa transcripcional. De manera que, a pesar de presentar características propias de linaje, el 
subconjunto de células Th17 efectoras exhibe una gran inestabilidad fenotípica una vez diferenciado 
(Annunziato y Romangnani, 2010; Peck y Mellins, 2010b; Basu et al., 2013). Esta inestabilidad conlleva 
que, por un lado, dentro de la subpoblación Th17 no todas las células muestran un fenotipo idéntico. 
Y, por otro lado, una vez diferenciadas, estas células muestran una gran habilidad para re-
diferenciarse hacia otros linajes. Estas propiedades de heterogeneidad y plasticidad se deben a que las 
células Th17 retienen la capacidad de expresar factores de transcripción y citocinas características de 




modificaciones epigenéticas, las cuales regulan la estabilidad/inestabilidad del programa 
transcripcional de esta subpoblación. Las Th17 presentan facilidad para perder su configuración 
epigenética, permitiéndose así la re-diferenciación hacia otros subtipos (Wei et al., 2009; Mukasa et al., 
2010). De este modo, la inestabilidad de las modificaciones epigenéticas de los loci IL-17a e IL-17f 
permite que la expresión de estas citocinas características de las células Th17 se pueda extinguir 
perdiendo así estas células su fenotipo funcional (Mukasa et al., 2010). Estas modificaciones 
epigenéticas que generan inestabilidad fenotípica se encuentran fuertemente asociadas a los 
fenómenos de heterogeneidad y plasticidad de los linfocitos Th17. En esta línea, se ha mostrado por 
ejemplo la relación entre las modificaciones epigenéticas y la expresión de moléculas características de 
células Th1 por parte de los linfocitos Th17, analizando diferentes marcadores epigenéticos represivos 
y permisivos en distintos loci, como Ifnγ y Tbx21 (Bending et al., 2011; Cohen et al., 2011). Los 
marcadores bivalentes de histonas del gen Rorc en las células Treg constituyen otro ejemplo clave en 
relación a las modificaciones epigenéticas y su asociación con la plasticidad de las células Treg y Th17. 
De este modo, las células Treg maduras pueden reprogramar epigenéticamente el locus de este gen, lo 
que favorece que estas células puedan re-diferenciarse hacia Th17 (Schmidl et al., 2011).  
De manera que ambos fenómenos, heterogeneidad funcional y plasticidad se encuentran íntimamente 
relacionados. Por ejemplo, la IL-23, que promueven la expresión de marcadores asociados a 
patogenicidad como T-bet o IFNγ promueven también el proceso de re-diferenciación de los linfocitos 
Th17 hacia el fenotipo Th1, lo cual se ha asociado a mayor inflamación. Mientras, TGFβ que inhibe el 
fenotipo patogénico de las células Th17, modula también negativamente la transición de las células 
Th17 hacia células de tipo Th1. Estas propiedades de heterogeneidad y plasticidad, si bien, no son 
únicas de este tipo celular, se muestran muy patentes en los linfocitos Th17 y son sujeto de numerosos 
estudios dada su importante implicación en los procesos inflamatorios y patológicos asociados a esta 
subpoblación.  
3.1. HETEROGENEIDAD DE LOS LINFOCITOS Th17 
Los marcadores fenotípicos anteriormente descritos definen de forma general a las células Th17. 
Sin embargo, a pesar de presentar marcadores comunes, se ha descrito que estas células presentan 
heterogeneidad respecto a su fenotipo y funcionalidad. Concretamente, varios trabajos han mostrado 
que estos linfocitos pueden subdividirse en dos subgrupos, denominados como células Th17 no 
patogénicas (o Th17 clásicas) y células Th17 patogénicas (o Th17 alternativas) (véase Figura 16). La 
base para realizar esta subdivisión es su capacidad o no de desarrollar una respuesta inflamatoria 
patológica. Cada uno de estos dos subtipos está caracterizado por la presencia/ausencia o el 
aumento/disminución de la expresión de diferentes marcadores fenotípicos, fundamentalmente 
citocinas y factores de transcripción. La formación de una u otra clase de linfocitos Th17 depende 
fundamentalmente de la composición de citocinas presente en el microambiente en el que tiene lugar 




Figura 16. Heterogeneidad de las células Th17. 
 
Nota: Representación esquemática de las citocinas y factores de transcripción característicos de la heterogeneidad de las células 
Th17. 
Las células Th17 no patogénicas se caracterizan por la expresión, además de IL-17 e IL-21, de 
las citocinas IL-10 e IL-9 (McGeachy et al., 2007; Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012). En relación a los 
factores de transcripción, estas células expresan AhR y c-Maf, además de los factores de transcripción 
propios de la subpoblación (Ghoreschi et al., 2010). Así mismo, se ha descrito que, dadas sus 
propiedades inmunoreguladoras, las células Th17 no patogénicas podrían expresar in vivo el factor de 
transcripción Foxp3 (Ghoreschi et al., 2010). Por otro lado, además del aumento en la expresión de 
estos factores de transcripción, en la caracterización del fenotipo no patogénico de las células Th17 es 
clave la ausencia de expresión de T-bet (Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012). Este factor de 
transcripción puede expresarse en las células Th17 y su expresión se ha relacionado con la 
patogenicidad de las mismas (véase Aparatado III.3.2.1.).  
La principal citocina que modula la generación de las células Th17 no patogénicas es TGFβ, 
siendo las células Th17 que se diferencian en presencia de TGFβ e IL-6 las que presentan el fenotipo no 
patogénico incapaz de desarrollar una respuesta inflamatoria patológica (McGeachy et al., 2007; 
Ghoreschi et al., 2010). Además, se ha descrito que la IL-21 también promueve el fenotipo no 
patogénico de estas células (Kastirr et al., 2014).  
Por su parte, las células Th17 patogénicas se caracterizan fundamentalmente por la expresión 
de GM-CSF, IL-22, IL-2 e IFNγ, conjuntamente con otras citocinas, entre ellas, las citocinas comunes a 




referencia a los factores de transcripción, como se menciona con anterioridad, las células Th17 
patogénicas se caracterizan por expresar T-bet, junto con los factores de transcripción comunes de la 
subpoblación Th17.  
El desarrollo de las células Th17 patogénicas se induce en la presencia de IL-23, la cual se ha 
definido como una citocina crucial en la patología asociada a las células Th17 (Cua et al., 2003; Murphy 
et al., 2003; Langrish et al., 2005; McGeachy et al., 2007; Ghoreschi et al., 2010). Su implicación en la 
capacidad patogénica de las células Th17 ha sido demostrada en numerosos trabajos, de manera que 
su función protagonista en el desarrollo de las células Th17 patogénicas es unánime. Sin embargo, esta 
función puede ser apoyada por la presencia de otras citocinas como IL-1β (Wilson et al., 2007; El-Behi 
et al., 2011; Zielinski et al., 2012) y TGFβ3 (Lee et al., 2012). Otras citocinas y factores de transcripción 
distintos a los descritos regulan la expresión de los marcadores que caracterizan a cada uno de los 
fenotipos de las células Th17, por lo que posiblemente existen otros reguladores de la heterogeneidad 
de los linfocitos Th17 aún por caracterizar.  
3.2. PLASTICIDAD DE LOS LINFOCITOS Th17 
Las células Th17 son una población Th definida por presentar una gran plasticidad. La 
inestabilidad intrínseca que caracteriza a esta subpoblación permite que estos linfocitos puedan re-
diferenciarse hacia otras células Th en respuesta a señales específicas del microambiente, 
fundamentalmente citocinas.  
La relación de plasticidad más analizada concierne a la subpoblaciones Th17 y Th1. Sin 
embargo, también se ha descrito la existencia de plasticidad entre los subtipos Th17 y Th2. La re-
diferenciación de las células Th17 hacia células Th2 se ha demostrado asociada a la patogénesis del 
asma y la infección helmíntica, ambas situaciones relacionadas con la respuesta celular de tipo Th2. 
Así, las Th17 de memoria procedentes de individuos asmáticos son capaces de re-diferenciarse en 
respuesta a IL-4 hacia un fenotipo Th2, dando lugar a  una subpoblación  caracterizada por la co-
expresión de IL-17 e IL-4 (Cosmi et al., 2010). Paralelamente, células Th17 en el contexto de una 
infección causada por Nippostrongylus brasiliensis extinguen la expresión de IL-17 y adquieren la 
capacidad de producir IL-4 (Panzer et al., 2012). Finalmente, también se ha encontrado la existencia de 
plasticidad entre las células Th17 y las células Tfh. Este proceso de re-diferenciación hacia células Tfh 
tiene lugar en las placas de Peyer, en donde estas células participan en la inducción de la producción 
de IgA en los centros germinales (Hirota et al., 2013).  
La plasticidad entre los linfocitos Th17 y Th1 es ampliamente conocida. Tal plasticidad se 
refiere fundamentalmente a la posibilidad de los linfocitos Th17 de  re-diferenciarse hacia células de 
fenotipo Th1. La plasticidad en sentido contrario, es decir, células Th1 que se re-diferencian hacia 
células Th17 no se ha observado en la mayoría de los trabajos, salvo alguna excepción (Kruschus et al., 




en condiciones de inflamación, han puesto en evidencia la conversión de los linfocitos Th17 murinos y 
humanos hacia células Th1.  
Varias citocinas se han visto involucradas en este proceso de re-diferenciación, tanto en células 
Th17 murinas como humanas (véase Tabla 3). No obstante, una citocina está mayoritariamente 
involucrada en este proceso de re-diferenciación, la IL-12. Esta interleucina causa una extinción de la 
expresión de IL-17, RORγt y RORα en las células Th17 de forma rápida e irreversible, al mismo tiempo 
que induce la expresión del programa transcripcional asociado al fenotipo Th1, fundamentalmente 
promoviendo la expresión de T-bet e IFNγ (Annunziato et al., 2007; Bending et al., 2009; Lee et al., 2009; 
Kruschus et al., 2010). Por otra parte, la IL-23 también se ha descrito como una citocina implicada en 
este proceso. Esta citocina induce una progresiva re-diferenciación del subconjunto Th17 dando lugar 
a una subpoblación que extingue la expresión de IL-17 y expresa IFNγ (Mathur et al., 2006; Lee et al., 
2009; Hirota et al., 2011). Se ha descrito que la transición de las células Th17 hacia Th1, tanto inducida 
en presencia de IL-12 como de IL-23, es dependiente de los factores de transcripción T-bet y STAT4. 
(Mathur et al., 2006; Lee et al., 2009; Hirota et al., 2011). Aunque algunos trabajos muestran que la IL-23 
es capaz de inducir esta re-diferenciación mediante mecanismos independientes de T-bet (Duhen et al., 
2013). Además de estas citocinas, otras citocinas pueden regular este proceso de plasticidad linfoide. 
IFNγ es una de estas citocinas que participa en la conversión de las células Th17 hacia Th17/1. Esta 
citocina incrementa la expresión de IL-12Rβ2 capacitando a las células a responder en presencia de IL-
12, la cual actúa en sinergia con IFNγ promoviendo la expresión de T-bet (Lexberg et al., 2010). 
También, se ha descrito que TNFα puede conducir el cambio de las células Th17 hacia células Th1 
(Maggi et al., 2014). Contrariamente, otras citocinas pueden regular este proceso de forma negativa 
impidiendo la re-diferenciación de estas células. TGFβ, el cual  es necesario para mantener la 
expresión de IL-17, inhibe fundamentalmente la transición inducida por IL-23, aunque presenta 
también un efecto inhibidor sobre la re-diferenciación inducida por IL-12 (Lee et al., 2009; Kruschus et 












Tabla 3. Citocinas involucradas en la plasticidad de las células Th17 hacia Th1. 
Nota: La tabla refleja los trabajos que describen la implicación de cada una de las citocinas en la plasticidad de las células Th17 
hacia Th1 en ratones y en humanos. 
Durante la transición de las células Th17 hacia células Th1 se desarrolla un fenotipo intermedio 
denominado Th17/1 o Th17/Th1 1 (véase Figura 17). Estas células se caracterizan por la expresión de 
marcadores asociados a ambas subpoblaciones ya que estas células co-expresan IL-17 e IFNγ, así como 
los factores de transcripción característicos de ambas subpoblaciones RORγt y T-bet (Lexberg et al., 
2010; Maggi et al., 2012). El proceso de re-diferenciación de las células Th17 termina con la extinción de 
la expresión de los marcadores asociados a la subpoblación Th17, dando lugar a una población celular 
con fenotipo Th1. Estas células Th1 se han denominado como células Th1 no clásicas o ex-Th17 para 
distinguirlas de las células Th1 clásicas (procedentes de la diferenciación de un linfocito Th naïve). 
Entre las subpoblaciones Th17, Th17/1, Th1 no clásicas y Th1 clásicas existen una serie de marcadores, 
tanto de superficie como intracelulares, que se expresan de forma diferencial en los distintos tipos 
celulares. Las subpoblaciones Th17 y Th17/1 difieren entre sí en la expresión del receptor de 
quimiocinas CXCR3, el cual no se expresa en las células Th17 y sí en las células Th17/1 (Maggi et al., 
2012). Por su parte, las células Th1 no clásicas, además de la expresión de CXCR3, se diferencian de las 
células Th17 que las originan en que la expresión de algunas moléculas es menor (como IL-1R) y la 
expresión de otras es mayor (como T-bet o CCR4) (Acosta-Rodríguez et al., 2007a; Nistala et al., 2010; 
Maggi et al., 2012). Por otra parte, respecto a las células Th1 clásicas, las células Th1 no clásicas 
expresan de forma diferencial o a mayores niveles RORγt, AhR, CCR6, CD161, IL-23R, IL-17RE e IL-
1R (Annunziato et al., 2007; Nistala et al., 2010; Hirota et al., 2011; Maggi et al., 2012). Además, estas 
células Th1 no clásicas presentan una menor expresión de determinadas moléculas como  el receptor 
de quimiocinas CXCR3, propio de las células Th1 clásicas (Maggi et al., 2012).   
 
                                                          
1 En la presente Tesis Doctoral se emplea el término Th17/1 para describir fenotipo intermedio entre las subpoblaciones Th17 y 
Th1, mientras que el término Th17/Th1 se utiliza para referirse al ratio entre ambas subpoblaciones.  
Especie Citocina Referencias bibliográficas 
Ratón 
 
IL-12 Abromson-Leeman et al., 2009; Bending et al., 2009;  Kruschur et al., 2010; Lee et 
al., 2009. 
IL-23 Mathur et al., 2008;  Abromson-Leeman et al., 2009;  Hirota et al., 2011; Duhen et 
al., 2013. 
IFNγ Lexberg et al., 2010. 
Humano 
 
IL-12 Annunziato et al., 2007; Cosmi et al., 2011. 




Figura 17. Plasticidad de las células Th17 hacia el fenotipo Th1. 
 
Nota: Representación esquemática de la plasticidad de los linfocitos Th17 hacia el fenotipo Th1 en humanos y en ratones. Se 
muestran las principales citocinas y factores de transcripción involucrados durante la re-diferenciación, así como los principales 
marcadores fenotípicos y funcionales de las diferentes subpoblaciones linfoides.  
La plasticidad de los linfocitos Th17 hacia Th1 se ha relacionado con la patogenicidad de estas 
células. Concretamente, las células con fenotipo Th17/1 se han encontrado asociadas a enfermedad 
inflamatoria crónica, sugiriendo el carácter patogénico de estas células. Entre las diferentes patologías 
que cursan con inflamación crónica, la existencia de la transición de células Th17 hacía células Th1 y/o 
la presencia de células Th17/1 se ha relacionado con el desarrollo patológico de la enfermedad en 
pacientes o en modelos experimentales de enfermedades tales como: esclerosis múltiple (Abromson-
Leeman et al., 2009; Kruschus et al., 2010; Hirota et al., 2011; Duhen et al., 2013), artritis juvenil 
idiopática (Nistala et al., 2010; Cosmi et al., 2011; Maggi et al., 2012), enfermedad de Crohn 
(Annunziato et al., 2007; Lee et al., 2009) y diabetes autoinmune (Bending et al., 2009; Martin-Orozco et 










BLOQUE IV: PÉPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO 
1. NEUROINMUNOMODULACIÓN 
La homeostasis es una propiedad del organismo que consiste en el mantenimiento de la 
condición interna estable, compensando los cambios que se producen constantemente en el entorno. 
Se trata, por tanto, de una forma de equilibrio dinámico que se produce gracias a un conjunto de 
fenómenos de autorregulación, posibles a través de la interconexión entre diferentes sistemas.  
Durante muchos años se consideró que los sistemas nervioso, endocrino e inmune funcionaban 
de forma autónoma en la restauración de la homeostasis inmune. En base a esto, el SI era el encargado 
de reaccionar frente a la exposición a bacterias, virus y daños tisulares, mientras que el sistema 
neuroendocrino se encargaba de responder frente a otros estímulos, tales como la temperatura, el 
dolor o el estrés. Sin embargo, posteriormente se mostró que ambos sistemas están involucrados en 
respuestas coordinadas, siendo la comunicación entre ellos esencial para la defensa del huésped. Esta 
relación entre el sistema endocrino, nervioso e inmunológico constituye la base de la 
neuroinmunomodulación (véase Figura 18). Tal y como fue definida por George F. Solomon, la 
neuroinmunomodulación se dedica al estudio de los mecanismos de interacción y comunicación entre 
el cerebro y los sistemas responsables del mantenimiento homeostático del organismo, así como de 
sus implicaciones clínicas (Solomon, 1998). Numerosas investigaciones pioneras en esta área 
sugirieron la comunicación entre estos sistemas (Metalnikov y Chorine, 1928a; Metalnikov y Chorine, 
1928b; Solomon y Moos, 1964). Sin embargo, fue en el año 1975 cuando se acuñó por primera vez el 
término psiconeuroinmunología (Solomon, 2001). Más adelante, se demostró que la activación inmune 
desencadena una respuesta en el eje Hipotalámico-Hipofisario-Adrenal (HHA). (Besedovsky et al., 
1977). Posteriormente, fue descubierto el circuito bidireccional entre los sistemas inmune y endocrino, 
mostrando que las células inmunes podían también secretar hormonas y neuropéptidos (Blalock, 
1984). En la actualidad se conocen muchas facetas acerca de la neuroinmunomodulación gracias a 
estos y otros muchos aportes provenientes de diversos campos como la neurociencia, la psicología, la 
inmunología, la biología molecular, la genética, la anatomía, la bioquímica y la microbiología. Sin 
embargo, aún hoy se trata de un campo de investigación abierto, que presenta amplias proyecciones 
tanto en la salud como en la enfermedad.  
Las relaciones entre los sistemas inmune y neuroendocrino están mediadas por redes complejas 
que permiten una comunicación constante. Estas redes otorgan la posibilidad de que se establezca un 
“lenguaje bioquímico” entre diferentes tipos celulares, mediado por diversos moduladores solubles y 
sus receptores. La comunicación es bidireccional, ya que posibilita el “diálogo biológico” en ambas 
direcciones, existiendo una regulación mutua entre los diferentes mediadores. Por un lado, cuando se 
produce una infección o lesión tisular, el SI informa al sistema neuroendocrino a través de la secreción 
de las citocinas. El efecto de las citocinas sobre el sistema neuroendocrino puede ser directo o 




de citocinas. Un mecanismo indirecto lo constituye la aparición de cambios sistémicos, tales como la 
hipotensión, que suponen un estímulo estresante que activa el sistema neuroendocrino. Por otro lado, 
el SI es regulado por el sistema neuroendocrino ya que sus células reconocen neurotransmisores, 
neuropéptidos y hormonas producidas por los sistemas nervioso y endocrino. El sistema 
neuroendocrino desencadena vías moleculares, en general anti-inflamatorias e inmunosupresoras, que 
limitan la respuesta inmune de forma directa, a través del sistema nervioso autónomo, o mediante el 
eje HHA (Pozo et al., 2007; Souza-Moreira et al., 2011). La liberación de glucocorticoides a través del eje 
HHA constituye un ejemplo claro sobre la comunicación bidireccional entre el SI y el sistema 
neuroendocrino (Sternberg, 2006). La secreción de diversas citocinas como IL-1, IL-6 y TNFα 
producidas por el SI señaliza al sistema neuroendocrino. Este sistema responde a la inflamación 
sistémica secretando la hormona liberadora de corticotropina, la cual estimula la producción de 
corticotropina que, a su vez, promueve la síntesis y liberación de los glucocorticoides. Finalmente, 
para completar el ciclo de modulación, los glucocorticoides a su vez regulan al SI a través de sus 
numerosos efectos anti-inflamatorios.  
Figura 18. Neuroinmunomodulación. 
 
Nota: Representación esquemática de las relaciones entre los sistemas nervioso, endocrino e inmune.  
En relación a los moduladores de cada uno de los sistemas, aunque las citocinas se caracterizan 
como mediadores secretados por el SI y los neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas como 
mediadores producidos por el sistema neuroendocrino, lo cierto es que existe una interrelación mucho 
mayor entre ambos sistemas. Así, las células del SI pueden producir también neuropéptidos en 
respuesta a señales inflamatorias, los cuales actúan de manera autocrina y paracrina a través de sus 
receptores específicos expresados en las células inmunes (Souza-Moreira et al., 2011). Los 
neuropéptidos son pequeños péptidos involucrados en la regulación de infinidad de funciones tales 




de inmunomoduladores ampliamente estudiados, por lo que se han descrito numerosos péptidos con 
funciones neuroinmunomoduladoras, tales como el péptido intestinal vasoactivo (VIP, del inglés 
Vasoactive Intestinal Peptide) el péptido activador de la adenilato ciclasa pituitaria (PACAP, del inglés 
Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polipeptide), la urocortina (UCN), la Sustancia P (SP) y la 
somatostatina, entre otros. Su implicación en la comunicación entre el sistema neuroendocrino y el SI 
es de gran importancia, presentando una función esencial en el restablecimiento de la homeostasis 
inmune. Varios neuropéptidos se liberan en las terminaciones periféricas de los nervios sensoriales y 
eferentes en las proximidades de las células inmunes en respuesta a diversos estímulos invasivos e 
inflamatorios. La regulación mediada por neuropéptidos implica la modulación de un amplio espectro 
de mediadores inflamatorios, regulando la respuesta inmune a diferentes niveles. Presentan acciones 
inmunomoduladoras tanto anti-inflamatorias como pro-inflamatorias, aunque generalmente son 
conocidos por sus acciones de tipo anti-inflamatorio. En relación con la inmunidad innata, estos 
péptidos reducen la producción de citocinas y quimiocinas inflamatorias, a la vez que estimulan la 
producción de citocinas anti-inflamatorias (Souza-Moreira et al., 2011). Disminuyen también la 
expresión de otros mediadores inflamatorios como la PGE2, expresados por macrófagos, DCs y células 
de la microglia (Gonzalez-Rey y Delgado, 2008). Además de estos efectos, los neuropéptidos activan 
muchas otras vías de modulación, tales como la regulación de la activación de mastocitos (Bot et al., 
2010) o la regulación de la quimiotaxis de los neutrófilos (Hafstrom et al., 1993), entre otros. Con 
respecto a la inmunidad adaptativa, varios neuropéptidos modulan la diferenciación de las células Th, 
la producción de inmunoglobulinas, etc. Así, por ejemplo, numerosos estudios han mostrado que VIP 
es capaz de modular de forma diferencial los diversos subtipos de linfocitos Th (Gomariz et al., 2001; 
Delgado et al., 2002a; Voice et al., 2003).  
A pesar de que durante los últimos años profusos trabajos acerca de los neuropéptidos y otras 
áreas de la neuroinmunomodulación han demostrado firmemente la existencia de la comunicación 
entre los sistemas nervioso, endocrino e inmunológico, todavía existen muchas cuestiones que 
necesitan de un mayor estudio. Por ejemplo, se sabe que las células inmunes son capaces de secretar 
neuropéptidos, pero aún se necesita precisar la fase de maduración celular en la que se producen, los 
mecanismos de señalización específicos de cada uno de los efectos observados, las circunstancias 
fisiológicas concretas que inducen la liberación de los neuropéptidos, etc. Una mayor profundización 
en esta área podría facilitar respuestas a estas cuestiones y, por tanto, proporcionaría información muy 
relevante tanto en condiciones fisiológicas como patológicas. 
2. PÉPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO 
Dentro del conjunto de moduladores anteriormente descritos, se encuentra VIP. Se trata de un 
neuropéptido ampliamente distribuido que presenta múltiples funciones, entre las cuales se hallan 





2.1. DESCUBRIMIENTO Y ORIGEN EVOLUTIVO DE VIP 
En 1969 los investigadores Said y Mutt descubrieron e identificaron en tejido pulmonar un 
agente vasoactivo de naturaleza peptídica que causaba vasodilatación sistémica (Said y Mutt, 1969). 
Este descubrimiento les llevó a buscar moléculas similares en otros órganos. Dado que el intestino 
delgado y el pulmón tienen un origen embrionario común, comenzaron la búsqueda en dicho tejido 
(Said, 2007). Fue así como, un año más tarde, se aisló en el intestino delgado porcino un potente 
péptido hipotensivo al que denominaron VIP (Said y Mutt, 1970a; Said y Mutt, 1970b). Seguidamente 
el péptido fue purificado y su secuencia fue determinada (Said y Mutt, 1972). Siendo sintetizado un 
año más tarde (Bodanszky et al., 1973). Aunque fue caracterizado inicialmente en el sistema 
gastrointestinal, las siguientes investigaciones realizadas por los doctores Said y Rosenberg 
permitieron su identificación en el sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP), describiendo 
dicho péptido como neurotransmisor (Said y Rosenberg, 1976). Posteriormente, numerosos trabajos 
demostraron la existencia de VIP en otros tejidos, definiéndolo como un péptido de amplia 
distribución (véase Bloque IV. Apartado 3.). 
El péptido VIP pertenece a una superfamilia de péptidos denominada familia secretina/VIP 
que comprende nueve miembros, todos ellos relacionados estructural y biológicamente y altamente 
conservados en la escala evolutiva (Sherwood et al., 2000) (véase Figura 19). En humanos, los péptidos 
pertenecientes a esta familia son: VIP, PACAP (PACAP27 y PACAP38), secretina, glucagón, péptido 
similar a glucagón 1 (GLP-1, del inglés Glucagon Like Peptide 1), GLP-2, péptido histidina-metionina 
(PHM), hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GRF, del inglés Growth Hormone-Releasing 
Factor) y péptido inhibidor gástrico o péptido insulinotrópico dependiente de glucosa (GIP, del inglés 
Glucose-dependent Insulinotropic Peptide) (Sherwood et al., 2000). En general, los péptidos de esta 
superfamilia están relacionados en términos de distribución y función (Sherwood et al., 2000). De 
todos los péptidos que comprenden esta familia, PACAP es aquel que presenta una mayor homología 
estructural y funcional con VIP, con el que comparte los mismos receptores. Ambos péptidos 
muestran un 68% de identidad de secuencia (Vaudry et al., 2000). Para explicar esta elevada homología 
estructural entre los distintos miembros de la familia, se ha propuesto un origen común a partir de un 
mismo gen ancestral. De manera que, tras procesos de duplicación génica y mutaciones, se habrían 









Figura 19. Familia de péptidos Secretina/VIP. 
 
Nota: Representación esquemática de la estructura aminoacídica de VIP y los péptidos de su familia en humanos.  
 
2.2. GEN VIP 
El gen que codifica para el péptido VIP se localiza en humanos en el cromosoma 6 en la región 
q24. Además de contener la información génica para VIP, este gen codifica también para otro péptido 
de la familia, el péptido PHM (Itoh et al., 1983; Bodner et al., 1985). Dicho gen está constituido por 
8.837 pares de bases (pb) que se organizan en siete exones y seis intrones, cada uno de los cuales 
codifica para un dominio funcional distinto en el ARNm y la proteína final (Gozes et al., 1984; Tsukada 
et al., 1985; Gozes et al., 1986; Linder et al., 1987) (véase Figura 20). De tal manera que: 
 El exón I contiene 165 pb y codifica para la región 5´ no traducida del ARNm. 
 El exón II presenta 117 pb y codifica para el péptido señal. 
 El exón III consta de 123 pb y codifica para el extremo N-terminal. 
 El exón IV está formado por 105 pb y codifica para el péptido PHM. 
 El exón V presenta 132 pb y codifica para el péptido VIP. 
 El exón VI tiene 89 pb y codifica para el extremo C-terminal. 
 El exón VII presenta 723 pb y codifica para el extremo 3´ no traducido del ARNm.  
 En ratones, el gen VIP se localiza en el cromosoma 10 en la región A1, presentando una estructura 
muy similar a la observada en el gen en humano (Lamperti et al., 1991; Sena et al., 1994).  
En cuanto a la regulación de la expresión génica de VIP, se han descrito múltiples mecanismos 
de regulación, lo que permite un fuerte control de la expresión de este péptido. A la izquierda de la 
región 5´ del gen existen varias secuencias reguladoras altamente conservadas. En concreto, se han 




de tejido (TSE, del inglés Tissue-Specifier Element), los dominios consecutivos B, C y D, y el dominio E 
(Hahm y Eiden, 1998a; Hahm y Eiden, 1998b) (véase Figura 20). Cada dominio regulador presenta a su 
vez diversos elementos reguladores, que pueden ser tanto activadores como inhibidores. Dichos 
elementos son: 
 Los elementos reguladores de unión a proteínas como Oct-1 y Oct-2 denominados Attt-1 y Attt-2, 
localizados en el dominio A y considerados indispensables para la activación de la transcripción 
del gen (Hahm y Eiden, 1998a; Hahm y Eiden, 1998b; Liu et al., 2001). 
 El elemento regulador estimulador de la transcripción que constituye el sitio de unión para AP-
1/ets (AP-1, del inglés Activator Protein-1; ets, del inglés E-twenty-six) perteneciente al dominio A 
(Liu et al., 2001). 
 La secuencia inhibidora denominada VSE-1 localizada en el dominio A (Liu et al., 2001). 
 El elemento regulador negativo denominado elemento restrictivo 1 (RE-1, del inglés Restrictive 
Element-1) localizado en el dominio A (Hamelink et al., 2004). 
 El elemento de respuesta a acetato de forbol miristato (PMA, del inglés Phorbol Myristate Acetate), 
que constituye un sitio de unión canónico para AP-1. Situado en la posición -2.25 kb, entre los 
dominios A y B (Hahm y Eiden, 1999).  
 La secuencia reguladora activadora denominada caja E, perteneciente al dominio B (Hahm y Eiden, 
1998a; Hahm y Eiden, 1998b). 
 Los elementos reguladores activadores reconocidos por proteínas MEF-2 (del inglés Myocyte 
Enhancer Factor-2), también localizados en el dominio B (Hahm y Eiden, 1998a; Hahm y Eiden, 
1998b). 
 El elemento de respuesta a citocinas (CyRE, del inglés Cytokine-Responsive Element) localizado en 
posición -1.33 kb. Este elemento está implicado en la regulación de la expresión del gen mediada 
por citocinas y por PMA a través de la activación de vías de señalización como la vía Jak/STAT. 
Pertenece tanto al dominio C como al dominio D. Presenta un lugar de unión a factores de 
transcripción STAT, un lugar de unión no canónico para la proteína AP-1 (ncAP-1, del inglés 
noncanonical Activator Protein-1) y un lugar de unión a gp-130 (Symes et al., 1994, Symes et al., 1997; 
Hahm y Eiden, 1999; Jones et al., 2000). 
 El elemento de respuesta a AMPc (CRE, del inglés cyclic AMP Response Element), necesario para la 
activación de la transcripción génica y localizado en el dominio E (Tusukada et al., 1987; Fink et al., 








Figura 20. Región promotora del gen VIP. 
 
Nota: Representación esquemática de la región promotora del gen que codifica para VIP. La figura muestra los cinco dominios 
reguladores característicos con sus correspondientes elementos reguladores.  
Además de la regulación de la expresión del gen VIP asociada a la región reguladora 5´, la 
regulación post-transcripcional es importante en la modulación de la expresión del péptido. Esta 
regulación implica mecanismos de estabilización y desestabilización del ARNm, tales como la 
asociación a proteínas citosólicas (Wolford y Sings, 1995) o la poliadenilación. Concretamente, en el 
caso de la poliadenilación, además de la regulación mediada por la longitud de la cola de poliadeninas 
(Sachs y Wahle, 1993), existe una regulación dependiente del lugar de poliadenilación. Así, se ha 
descrito la existencia de dos lugares alternativos de poliadenilación, lo cual podría constituir un 
mecanismo de regulación de expresión diferencial (Chew et al., 1994; Leceta et al., 1996). Por otro lado, 
varios trabajos realizados sobre la expresión de VIP en ratas y ratones han demostrado la importancia 
de las regiones no codificantes en posición 3´ del gen en la regulación de dicha expresión (Lamperti et 
al., 1991; Chew et al., 1994; Wolford y Sings, 1995). Estos elementos no codificantes se asocian a 
diversas proteínas citosólicas, que pueden variar en función del tejido, formando complejos 
destabilizadores, lo que da lugar a una expresión diferencial de VIP dependiente de tejido o línea 
celular (Chew et al., 1994; Wolford y Sings, 1995). 
En suma, esta compleja regulación de la expresión de VIP es reflejo de las múltiples señales 
intra y extracelulares que pueden influir en la expresión fisiológica del péptido. Dicha expresión es 
controlada por moléculas de diversos tipos, tales como factores de crecimiento, neurotransmisores, 
hormonas y citocinas, entre otros muchos, que señalizan a través de proteínas cinasas, calcio, AMPc, 
AP-1, etc. De manera que, todos estos mediadores consiguen regular el patrón de expresión temporal 






2.3. PÉPTIDO VIP 
El resultado de la transcripción y la traducción del gen VIP es una molécula precursora de alto 
peso molecular constituida por 170 aminoácidos y denominada preproVIP (Delgado et al., 2004a) 
(véase Figura 21). Este prepropéptido es procesado por proteasas en el retículo endoplasmático dando 
lugar a un propéptido de 148 aminoácidos llamado proVIP (Delgado et al., 2004a). El propéptido es 
común para los péptidos VIP y PHM, ya que su escisión enzimática da lugar a VIP-GKR y PHM-GKR 
(Bloom et al., 1983; Itoh et al., 1983). Ambos son a su vez procesados por enzimas de tipo 
carboxipeptidasa B generando VIP-G y PHM-G (Itoh et al., 1983). Finalmente, tras la activación de 
monooxigenasas alfa-amidantes de peptidil-glicinas (PAMs, del inglés Peptidil-glycine alpha-Amidating 
Monooxigenases), estos precursores dan lugar a VIP y PHM (Delgado et al., 2004a). De manera que, en 
el caso de VIP, el resultado es un péptido de veintiocho aminoácidos que tiene 3.326 Da de peso 
molecular.  
Figura 21. Procesamiento del péptido VIP. 
 
Nota: Representación esquemática del procesamiento del gen y el mRNA que codifican para los péptidos VIP y PHM.  
La estructura primaria de VIP es de naturaleza básica y presenta carácter anfipático. Su 
secuencia aminoacídica completa se presenta en Figura 19. En relación a la estructura secundaria de 
péptido, VIP adquiere una configuración caracterizada por dos tipos de dominios: una estructura de 
bobina al azar en la región N-terminal y una estructura en conformación α-hélice en la región C-
terminal (Onue et al., 2008). Esta estructura secundaria varía dependiendo de la naturaleza de la 
solución en la que se encuentra el péptido (Onue et al., 2008). De tal manera que, la estructura puede 
variar dependiendo del solvente, el pH y la polaridad de la solución utilizada (Fry et al., 1989). De 
modo general, se puede afirmar que el péptido presenta dos giros β en la región N-terminal, seguidos 
de dos regiones de estructura en α-hélice, interconectadas por una región de estructura indefinida, 
que presumiblemente le confiere flexibilidad a la molécula (Fry et al., 1989; Theriault et al., 1991).  
Una vez secretado el péptido VIP, su procesamiento es muy rápido. La vida media de dicho 
péptido en la sangre es de aproximadamente un minuto en humanos (Domschke et al., 1978). Diversos 




neutra (Mody et al., 1994), puede ser rápidamente hidrolizado por numerosas enzimas, entre las que se 
encuentran las peptidasas (ej: endopeptidasa EC3.4.24.11, dipeptidil peptidasa IV/CD26) (Gourlet et 
al., 1997a; Lambeir et al., 2011). 
3. DISTRIBUCIÓN DE VIP  
Una de las características más destacadas del péptido VIP es su extensa localización a lo largo 
de todo el organismo. Su producción por parte de células del sistema nervioso, endocrino e inmune le 
confiere su amplia distribución, lo que se refleja en sus efectos pleiotrópicos. 
3.1. DISTRIBUCIÓN GENERAL DE VIP 
En relación a la distribución de VIP, tal como se menciona con anterioridad, las primeras 
investigaciones plantearon la hipótesis de que el péptido se producía en células endocrinas del tracto 
gastrointestinal (Said y Mutt, 1969; Said y Mutt, 1970b). Sin embargo, posteriormente se descubrió su 
localización en las neuronas pertenecientes a los nervios de la pared gastrointestinal (Said y 
Rosenberg, 1976). Estudios posteriores localizaron concretamente el péptido en los cuerpos 
neuronales, axones y dendritas, así como en las terminales nerviosas presinápticas, donde VIP era 
liberado actuando como un neurotransmisor no adrenérgico ni colinérgico (Fahrenkrug, 1989). En la 
actualidad se conoce que VIP se encuentra extensamente distribuido en el SNC y SNP (véase Tabla 4), 
habiendo sido identificado como uno de los principales péptidos transmisores en ambos sistemas.  
La amplia expresión de VIP en el SNC y SNP le permite actuar como neurotransmisor y 
neuromodulador en muchos órganos y tejidos, tales como el tracto digestivo, el sistema 
cardiovascular, el sistema respiratorio, el tracto genitourinario, el sistema excretor y el SI, entre otros 
(Said, 1991; Gozes et al., 1999; Henning y Sawmiller, 2001). Así, se ha detectado inervación VIPérgica 
en plexos submucosos del tracto gastrointestinal, corazón, pulmón, uréter, vejiga urinaria, cuerpo 
cavernoso del pene, riñón, glándula tiroides, entre otros órganos (Henning y Sawmiller, 2001).  
Los numerosos trabajos anteriormente descritos confirman la síntesis de VIP en neuronas. Sin 
embargo, la producción del péptido también se ha descrito en células endocrinas, como por ejemplo 
las células lactotropas pituitarias (Morel et al., 1982; Chew et al., 1996) o las células prostáticas (Polak y 
Bloom, 1984; Gutiérrez-Cañas et al., 2003) y en células inmunes, tales como mastocitos, neutrófilos, 








Tabla 4. Distribución general de VIP. 
Nota: Resumen de las principales fibras nerviosas VIPérgicas pertenecientes al SNC y el SNP.  
 
3.2. DISTRIBUCIÓN DE VIP EN EL SISTEMA INMUNE 
Aunque inicialmente el péptido VIP no fue relacionado con el SI, numerosos estudios han 
mostrado que su amplia distribución conlleva a su vez una extensa distribución dentro de dicho 
sistema. En el SI, existen dos fuentes de producción de VIP. En primer lugar, VIP es liberado en los 
órganos linfoides a través de fuentes neuronales, es decir, mediante las fibras nerviosas VIPérgicas 
pertenecientes al SNP que se distribuyen en dichos órganos. En segundo lugar, el péptido es 
producido directamente por células pertenecientes al SI. 
El origen neuronal de VIP en el SI se ha demostrado gracias a las investigaciones de diferentes 
grupos. En 1985, Felten y sus colaboradores demostraron por primera vez la presencia de 
inmunoreactividad para VIP en los terminales nerviosos de la corteza tímica de rata (Felten et al., 
1985). Posteriormente, numerosas investigaciones en diversas especies mostraron también la 
existencia de inervación VIPérgica en bazo, ganglios linfáticos y tejido linfoide asociado a mucosa 
(MALT, del inglés Mucosa Associated Lympoid Tissue), estableciéndose así un nexo anatómico entre el 
SNC y el SI (Lundberg et al., 1985; Ottaway et al., 1987; Fink y Weihe, 1988; Ichikawa et al., 1994 






Diferentes tipos celulares: neuronas, astrocitos y 
células de la vasculatura.  





Neuronas hipotalámicas y células de la hipófisis y 




y giro dentado 
Neuronas pertenecientes al hipocampo y el giro 
dentado.  
Kosaka et al., 1985. 
Glándula pineal Células de la glándula pineal. Cozzi, 1999. 
Otras regiones  
Amígdala, cuerpo estriado, centros vagales de la 
médula oblonga. 




 Numerosos nervios pertenecientes al sistema 
nervioso periférico somático, tales como el 
nervio vago 
 Algunos nervios motores, como el nervio 
ciático. 
Henning y Sawmiller, 
2001. 
SNP Autónomo 
 Ganglios simpáticos. 
 Nervios autónomos que inervan a las 
glándulas exocrinas, epitelios mucosos, 
musculatura lisa vascular y no vascular. 
 Grupos ganglionares de cuerpos celulares 
ganglionares que proporcionan inervación a 
los distintos órganos. 
Fahrenkrug, 1989; 





Por su parte, la primera evidencia de la síntesis de VIP en células inmunes fue demostrada por 
Cutz y sus colaboradores en 1978 con la observación de la producción de VIP en mastocitos 
procedentes de peritoneo, intestino y pulmón de rata (Cutz et al., 1978). Posteriormente se demostró 
también la síntesis en otras células del SI como células polimorfonucleares y mononucleares,  
neutrófilos y basófilos de sangre periférica (O´Dorisio et al., 1980; Lygren et al., 1984), así como en 
eosinófilos humanos y murinos procedentes de granulomas inducidos por infección con Schistosoma 
mansoni  (Aliakbari et al., 1987; Weinstock y Blum, 1990). Fue en el año 1990, gracias al trabajo 
realizado por la Dra. Gomariz y su grupo de investigación, cuando surgió la primera demostración de 
la producción de VIP en los linfocitos. En su trabajo, los autores demostraron inmunoreacción para 
VIP en células linfoides de extractos de timo (Gomariz et al., 1990). Posteriormente caracterizaron la 
presencia del péptido en linfocitos de timo, bazo y nódulos linfáticos de rata y ratón (Gomariz et al.,  
1992; Gomariz et al., 1993). Los trabajos siguientes demostraron la síntesis de VIP en timocitos y en 
linfocitos T y B de órganos linfoides periféricos (Gomariz et al., 1994a; Leceta et al., 1994). Dentro de la 
población de células T, se encontró expresión de ARNm de VIP en linfocitos T periféricos CD4 y CD8, 
timocitos dobles positivos y timocitos simples positivos (Leceta et al., 1996). No se observó expresión 
en timocitos dobles negativos, pero tal expresión fue encontrada por otros autores (Xin et al., 1997). Así 
mismo, se mostró también la expresión de ARNm de VIP en linfocitos peritoneales de rata (Delgado et 
al., 1996a). Seguidamente se demostró la liberación del péptido en suspensiones celulares procedentes 
de timo, bazo, nódulos linfáticos y peritoneo (Martínez et al., 1999). Posteriormente, se evidenció que 
esta liberación linfoide de VIP tiene lugar en respuesta a la estimulación con agentes que inducen 
inflamación (LPS, TNFα, IL-6, IL-1β), apoptosis (glucocorticoides) y estimulación antigénica 
(Concanavalina A o ConA, LPS, anticuerpo anti-TCR) (Leceta et al., 1996; Martínez et al., 1999; Delgado 
et al., 1999a). Así mismo, se mostró que el péptido VIP es capaz de inducir su propia secreción en las 
células inmunes (Martínez et al., 1999). En relación con la producción diferencial del péptido en los 
distintos linfocitos Th, se encontró que tras la estimulación antigénica los linfocitos de subtipo Th2, 
pero no los linfocitos de la subpoblación Th1, son capaces de producir VIP (Vassiliou et al., 2001; 
Delgado y Ganea, 2001a). Respecto a otras subpoblaciones Th, tales como iTreg o Th17, no se ha 
demostrado aún si son capaces o no de producir el péptido.  
En resumen, todos estos hallazgos manifiestan la amplia distribución del péptido VIP en el SI, 
con su subsecuente implicación sobre las diferentes acciones llevadas a cabo por las células 








4. ACCIONES BIOLÓGICAS DE VIP 
Como se expone en el apartado anterior, el péptido VIP presenta una amplia distribución, 
encontrándose en múltiples tipos celulares de diversos órganos y tejidos. Esta extensa distribución 
está relacionada con su implicación en la modulación de múltiples acciones biológicas (Said, 1991; 
Said, 2007). 
4.1. ACCIONES BIOLÓGICAS GENERALES DE VIP 
Los efectos biológicos del péptido VIP comprenden a los sistemas nervioso, inmune, digestivo, 
endocrino, cardíaco, vascular, respiratorio y reproductor, en los cuales VIP regula una amplia 
variedad de procesos fisiológicos (véase Tabla 5). Entre ellos se incluyen la vasodilatación sistémica, el 
gasto cardíaco, la broncodilatación, la relajación de la musculatura lisa, la analgesia, la hiperglicemia, 
el crecimiento, el metabolismo óseo, la motilidad gástrica, la regulación hormonal, los ritmos 



















Tabla 5. Acciones biológicas generales de VIP. 
Sistema/Órgano 
/Tejido 
Efecto biológico de VIP Referencias 
SNC Efectos generales 
Analgesia. Haghjoo et al., 1996. 
Hipertermina. Said, 1986. 
Acción hipnótica. Riou et al., 1981. 
Efecto anoréxico. Tachibana et al., 2004. 
Efectos sobre el comportamiento 
Modulación de los procesos de memoria y 
aprendizaje. 
Glowa et al., 1992; Ivanonva et al., 
2012. 
Efectos sobre el hipotálamo 
Mantenimiento de los ritmos circadianos. 
 
Harmar, 2003. 
Modulación de la liberación de diferentes 
neuropéptidos. 
 
Vijayan et al., 1979; Reed et al., 2002; 
Tachibana et al., 2004. 




Itri y Colwell, 2003. 
 
Efectos Neurotróficos 
 Estimulación de la neurogénesis, la 
proliferación, la diferenciación y la 
supervivencia neuronal.  
 Inhibición de la apoptosis neuronal. 
Brenneman y Eiden, 1986; Pincus et al., 




Dejda et al., 2005; Gozes y Brenneman, 
2000; Brenneman, 2007; Passemard et 
al., 2011. 
Efectos sobre la astroglia y microglia  
Regulación da la proliferación, plasticidad, 
metabolismo y biosíntesis de factores 
neurotróficos y gliotransmisores de las 
células de la astroglia. 
 
Sorg y Magistretti, 1992;  Masmoudi-
Kouki et al., 2007. 
 
Inhibición de la producción de mediadores 
inflamatorios por células de la microglia. 
Kim et al., 2000; Delgado, 2002; 
Delgado et al., 2002b; Delgado et al., 
2003. 
Sistema endocrino Efectos sobre la hipófisis 
Estimulación de la producción de la 
hormona del crecimiento, la prolactina y la 
hormona luteneizante. 
Vijayan et al., 1979; Prysor-Jones y 
Jenkins, 1988; Reichlin, 1988.  
Efectos sobre la glándula tiroides 
Estimulación de la secreción de hormonas 
tiroideas. 
Ahren et al., 1980. 
Efectos sobre la glándula suprarrenal 
Estimulación de la producción de 
catecolaminas. 
Malhotra et al., 1988. 






Efecto biológico de VIP Referencias 
Estimulación de la producción insulina y 
glucagón. 
 
Jensen et al., 1978; Winzell y Ahrén, 
2007. 
Reducción del estrés oxidativo en las células 
del acino pancreático. 





Palmer et al., 1986.  
Modulación de la secreción de las glándulas 
mucosas. 
Groneberg et al., 2001a. 
 
Regulación del transporte de iones en el 
epitelio nasal y bronquial. 
Rafferty et al., 2009; Qu et al., 2011. 
Estimulación de la proliferación en células 
del epitelio bronquial.  
Guan et al., 2006. 
Sistema 
cardiovascular 
Efectos coronarios múltiples:  
 Efecto inotrópico 
 Vasodilatación 
 Regulación del tono vasomotor 
 Modulación del flujo sanguíneo 
coronario 
 Regulación del latido cardíaco 




Ottesen y Fahrenkrug, 1995. 
 
Estimulación de la esteroidogénesis. 
Ottesen y Fahrenkrug, 1995; El-Gehani 
et al., 1998a. 
Modulación de la ovulación. 
Ottesen y Fahrenkrug, 1995. 
 
Estimulación de la producción de 
testosterona. 
El-Gehani et al., 1998b. 
Estimulación de la erección del pene. 
Ottesen y Fahrenkrug, 1995.  
 
Estimulación de la proliferación y 
diferenciación de células epiteliales 
prostáticas. 
Juarranz et al., 2001a; Juarranz et al., 
2001; Gutierrez-Cañas et al., 2005. 
Tracto 
gastrointestinal 
Estimulación de la relajación de la 
musculatura lisa. 
Said y Mutt, 1970b. 
Estimulación de la secreción en intestinal. 
Olsson y Holmgren, 2001; Burleigh y 
Banks, 2007.  
Inhibición de la motilidad gástrica e 
intestinal. 
 
Love et al., 1988; Olsson y Holmgren, 
2001. 







4.2. ACCIONES BIOLÓGICAS DE VIP EN EL SISTEMA INMUNE 
El péptido VIP es sintetizado y secretado en el microambiente local de los órganos linfoides. 
Allí, VIP puede modular de forma autocrina y paracrina la respuesta inmune, actuando sobre 
múltiples tipos celulares. VIP modula tanto la inmunidad innata como la adaptativa, siendo su acción 
predominante de tipo anti-inflamatoria (véase Figura 22). En relación a la inmunidad innata, entre 
otras muchas funciones, VIP inhibe la producción de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias por 
parte de macrófagos y DCs, reduce la expresión de moléculas co-estimuladoras en APCs, modula la 
adhesión y la migración macrofágica, etc. En términos de inmunidad adaptativa, VIP regula múltiples 
funciones biológicas tales como la proliferación linfoide, la adhesión y migración linfocitaria, la 
producción de inmunoglobulinas o la diferenciación de linfocitos Th.  
Figura 22. Efectos biológicos de VIP sobre el sistema inmune. 
 
Nota: Representación esquemática de la acción de VIP sobre las células pertenecientes a la inmunidad innata y la adaptativa, así 
como sobre los mediadores solubles producidos por ambos tipos de respuestas.   
Esta grandísima variedad de acciones biológicas moduladas por VIP, convierte el estudio de sus 
efectos biológicos en una cuestión compleja. Sumado a ello, se encuentra el hecho de que gran 
cantidad de investigaciones muestran efectos opuestos (inhibidores y estimuladores) para una misma 
función. Esta dualidad en el efecto de VIP puede depender del tipo celular o del sistema experimental 
empleado. No obstante, el efecto puede ser dual incluso para un mismo tipo de célula. Diversas 
razones se postulan como las causantes de esta discrepancia, siendo el diferente estado de activación 
celular la principal causa propuesta. Como se menciona anteriormente, el estado de activación células 
puede influenciar la expresión de los receptores de VIP en las mismas y, por tanto, éste puede 
determinar la función del péptido sobre la actividad de la célula. Por otro lado, los efectos de VIP 
sobre la función inmune pueden ser también indirectos, mediados a través de células secretoras, 
células endoteliales, células de la musculatura lisa de los vasos sanguíneos, etc. De manera que, tales 




así como del microambiente circundante. La existencia de diferentes microambientes dentro de un 
mismo órgano linfoide puede influenciar en el efecto modulador de VIP. Éste varía dependiendo de la 
presencia de otras moléculas, de manera que VIP puede potenciar o inhibir los efectos de hormonas, 
neurotransmisores o citocinas. No obstante, a pesar de la controversia debida a la dualidad de efectos 
observados, la extensa modulación de la respuesta inmune ejercida por VIP convierte a este péptido 
en un potente inmunomodulador con gran potencial terapéutico.  
4.2.1. Efectos de VIP sobre la producción de factores solubles  
La comunicación entre la respuesta inmune innata y adquirida, así como el desarrollo de cada 
una de las respuestas está mediado en gran parte por la liberación de factores solubles, 
fundamentalmente citocinas, quimiocinas e inmunoglobulinas. Un gran número de investigaciones 
han mostrado que VIP es capaz de modular la producción de estos mediadores, regulando así 
numerosas funciones de ambos tipos de respuesta inmune.  
Las citocinas son las principales moléculas solubles implicadas en el desarrollo de la respuesta 
inmune. Precisamente, uno de los primeros efectos descritos para VIP en el SI fue la modulación sobre 
la producción de citocinas. Fue en el año 1987 cuando Ottaway y sus colaboradores demostraron que 
VIP reducía la expresión de la IL-2 en linfocitos T activados (Ottaway, 1987). Posteriormente, un gran 
número de estudios han mostrado que uno de los principales mecanismos de acción a través de los 
cuales VIP regula la respuesta inmune es la modulación de la producción de diversas citocinas. Los 
efectos de VIP sobre la modulación son complejos, presentando efectos inhibidores y estimuladores 
para una misma citocina. No obstante, de forma general, la regulación ejercida por VIP consiste en la 
reducción de la producción de citocinas pro-inflamatorias como TNFα, IFNγ, IL-2, IL-6 e IL-12, a la 
vez que se estimula la producción de citocinas anti-inflamatorias tales como IL-4, IL-5, IL-10 (De la 
Fuente et al., 1996; Pozo et al., 2000; Gomariz et al., 2001; Delgado et al., 2004a; Gomariz et al., 2006; 
Pozo et al., 2007). Dado que VIP modula la producción de una gran variedad de citocinas secretadas 
por diferentes tipos de células inmunes, el péptido puede ejercer, al menos parcialmente, funciones 
inmunomoduladoras sobre múltiples aspectos inmunológicos, tales como la respuesta inflamatoria, la 
diferenciación linfoide, la expansión clonal, etc.    
Paralelamente, también se ha descrito un efecto modulador de VIP sobre la producción de 
inmunoglobulinas. Los mecanismos de modulación de VIP sobre la producción de inmunoglobulinas 
son muy complejos y difieren en función del isotipo de inmunoglobulina estudiada, así como del 
origen de las células de estudio (Stanisz et al., 1986) (véase Tabla 7). Además, los efectos pueden ser 







Tabla 6. Acciones biológicas de VIP sobre la producción de inmunoglobulinas. 
Nota: Resumen de las principales acciones biológicas de VIP sobre las diferentes clases y subtipos de inmunoglobulinas. 
Símbolos: + indica Inducción y – indica Inhibición.  
Por su parte, las quimiocinas son moléculas quimioatrayentes que también participan 
activamente en el desarrollo de la respuesta inmune. Se ha descubierto que VIP modula la liberación 
de varias quimiocinas así como la señalización a través de sus receptores. Numerosas investigaciones 
han mostrado que VIP inhibe la expresión de quimiocinas como CXCL1, CXCL2, CXCL8, CXCL10, 
CCL2, CCL3, CCL4 y CCL5 (Delgado y Ganea, 2001b; Delgado y Ganea 2001c; Jiang et al., 2002; 
Delgado y Ganea 2003a; Delgado y Ganea 2003b; Delgado et al., 2004a; Abad et al., 2005). Sin embargo, 
otros autores han observado un efecto estimulador para la expresión de CXCL8, CXCL9, CXCL10, 
CCL2, CCL5 y CCL22 (Jiang et al., 2002; Delgado et al., 2004b; Kulka et al., 2008). Gracias a estos efectos 
reguladores sobre la producción de diversas quimiocinas, VIP es capaz de modular la migración de 
diferentes tipos celulares como neutrófilos, eosinófilos, DCs, monocitos o linfocitos T, entre otros tipos 
celulares. 









Ratón Delgado et al. 1999b. 
Células mononucleares procedentes de 
nódulos linfáticos mesentéricos y de 
bazo. 
+ IgA Ratón Stanisz et al., 1986. 




Ratón Stanisz et al., 1986. 
Células mononucleares procedentes de la 
lámina propia intestinal. 
+ IgA 
- IgG 
Humano Boirivant  et al., 1994. 
Células mononucleares procedentes de 
amígdala de pacientes atópicos. 
-IgE 
-IgG4 
Humano Kimata  et al., 1993 
Linfocitos circulantes de pacientes con 
tumores  pancreáticos endocrinos. 




Humano Kimata y Fujimoto, 1994. 
Células B procedentes de la amígdala. + IgA Humano 
Fujieda et al., 96; Ishioka et 
al., 1992. 
Células B procedentes de amígdala de 
pacientes atópicos. 
-IgE Humano Kimata  et al., 1993. 




Humano Kimata y Fujimoto, 1995. 




Ishioka et al., 1992; Kimata, 
1996. 
Línea celular linfoblastoide B, CBL. + IgM. Humano 
Ishioka et al., 1992; Kimata, 
1996. 




Ishioka et al., 1992; Kimata, 
1996. 




Finalmente, además de los mediadores de la respuesta inmune anteriormente citados, VIP es 
capaz de modular otros mediadores de la inflamación. Así, por ejemplo, se ha descrito que VIP regula 
la expresión de óxido nítrico sintasa inducible y la subsecuente liberación de óxido nítrico en 
macrófagos (Xin y Sriram, 1998; Delgado et al., 1999c). 
4.2.2. Efectos de VIP sobre la inmunidad innata  
 Como se menciona con anterioridad, los efectos de VIP sobre la inmunidad innata son 
numerosos y atañen a múltiples tipos celulares involucrados en el desarrollo de esta respuesta. En 
primer lugar, VIP presenta un efecto inhibidor sobre la activación de la inmunidad innata. Esta 
respuesta inmune se desencadena tras la identificación de patógenos o daño tisular. El reconocimiento 
de los mismos tiene lugar a partir de PPR, tales como los TLR, tanto de superficie como intracelulares. 
Estos receptores actúan como sensores frente a la invasión de los patógenos y son esenciales para el 
inicio de la respuesta inmune (Takeda et al., 2003). Se ha mostrado que VIP presenta un efecto 
inhibidor sobre la expresión de receptores de esta familia como TLR-2, TLR-3, TLR-4 y TLR-7 en 
varios tipos celulares, obstaculizando así su habilidad para estimularse en respuesta al microambiente 
(Gomariz et al., 2005; Gutiérrez-Cañas et al.,2006; Juarranz et al., 2006; Foster et al., 2007; Arranz et al., 
2008a;  Arranz et al., 2008b; Gomariz et al., 2007; Gomariz et al., 2010;  Carrión et al., 2011; Jiang et al., 
2012).  
 Junto con la activación celular, los fenómenos de adherencia y quimiotaxis son los primeros 
que tienen lugar y son claves en la organización de la respuesta inmune frente al patógeno o el daño 
tisular causante de la misma (Mackay e Imhof, 1993). Especialmente en los macrófagos, numerosas 
investigaciones han mostrado que VIP presenta efectos moduladores sobre ambos procesos. Las 
acciones descritas del péptido sobre la adherencia y la movilidad en los macrófagos son 
contradictorias. Algunos trabajos muestran que VIP estimula la adherencia y la migración de los 
macrófagos (De la Fuente et al., 1994; Ahmed et al., 1998), mientras que otros autores han descrito un 
efecto contrario (Segura et al., 1993; Litwin et al., 1992). Las diferentes fuentes celulares, el diferente 
estado de activación celular y el diseño experimental pueden ser la causa de tales discrepancias. El 
denominador común de todos estos estudios indica que VIP presenta un efecto potenciador en células 
no estimuladas e inhibidor en células pre-estimuladas.   
Uno de los mecanismos de acción característicos de la respuesta inmune innata es la fagocitosis. 
Al igual que en el caso de la quimiotaxis de los macrófagos, se han mostrado efectos opuestos de VIP 
sobre estos procesos. Por un lado, se ha descrito un efecto estimulador sobre la fagocitosis (De la 
Fuente et al., 1993), mientras por otro lado se ha encontrado un efecto inhibidor sobre esta misma 
función (Litwin et al., 1992; Ichinose et al., 1994; Ahmed et al., 2001). Se cree que el estado de activación 
celular determina que el efecto de VIP sea estimulador o inhibidor. Por otro lado, diferentes 
evidencias muestran también que VIP puede afectar, positiva o negativamente, a la producción de 




activados (De la Fuente et al., 1993), mientras que la disminuye en monocitos, neutrófilos, células 
mononucleares, células de la línea monoblástica humana U937, eosinófilos y en macrófagos activados 
(Wiik, 1989; Wiik et al., 1989; Wiik, 1990; Kurosawa e Ishizuka, 1993).  
La actividad lítica natural es otro mecanismo de acción de la respuesta inmune innata. La 
función de las células NK es de gran importancia en la respuesta inmune dado que actúan 
protegiendo al huésped frente a tumores y virus (Herberman y Ortaldo, 1981). Estas células, además 
de los macrófagos, también son capaces de eliminar patógenos de forma inespecífica mediante 
procesos de lisis. En general, se ha descrito que VIP ejerce un efecto inhibidor sobre la actividad de las 
células NK (Rola-Pleszczynski et al., 1985; Yiangou et al., 1990; Wang et al., 2013). Sin embargo, en 
situaciones anómalas, se ha mostrado un efecto estimulador de VIP sobre la misma. Así, algunos 
estudios han descrito que VIP estimula la actividad NK deprimida por el virus de la hepatitis B o el 
virus del SIDA, o en la línea celular Caco-2 (van Tol et al., 1991; Azzari et al., 1992; Peruzzi et al., 2000).  
Por otro lado, además de los tipos celulares anteriormente descritos, VIP es capaz de modular 
las acciones de otras células pertenecientes a la inmunidad innata, tales como los mastocitos, los 
neutrófilos, los monocitos o las DCs. Así, por ejemplo VIP ejerce efectos moduladores sobre la 
liberación de histamina llevada a cabo por los mastocitos (Lowman et al., 1988; Benyon et al., 1989; 
Ottosson y Edvinsson, 1997; Tuncel et al., 2000). Además, promueve la maduración de DCs (Delneste 
et al., 1999). Estas y otras funciones hacen de VIP un neuropéptido inmunomodulador clave en la 
respuesta llevada a cabo por la inmunidad innata. 
4.2.3. Efectos de VIP sobre la inmunidad adaptativa 
Al igual que la modulación de la inmunidad innata, los efectos de VIP sobre la inmunidad 
adaptativa son muy amplios, afectando a numerosos procesos y tipos celulares. 
En primer lugar, VIP es capaz de modular la activación linfoide mediante la regulación de los 
procesos de co-estimulación. La co-estimulación constituye un fenómeno clave en el proceso de 
activación linfocitaria. La molécula CD28, expresada constitutivamente en los linfocitos T, se une a los 
ligandos co-estimuladores B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), dando lugar así a la estimulación de los 
linfocitos. Se ha mostrado que VIP puede decrecer la actividad co-estimuladora de las APCs hacia las 
células T mediante la reducción de la expresión de dichas moléculas CD80 y CD86. Nuevamente, la 
expresión de B7 se ve afectada por VIP de manera opuesta dependiendo de si se trata de células 
activadas o no activadas. Se ha descrito que en macrófagos no activados la expresión de B7-2, pero no 
la expresión de B7-1, es aumentada, mientras que en macrófagos activados por LPS e IFNγ, VIP 
disminuye la expresión de ambas moléculas (Delgado et al., 1999d). En DCs también se ha mostrado 
un efecto opuesto de VIP sobre la expresión de CD80 y CD86, dependiendo del estado de maduración 




Una vez recibida la señal estimuladora y co-estimuladora y activado el linfocito T, la célula 
inicia el proceso de proliferación gracias a la liberación de IL-2. Al igual que en los casos 
anteriormente descritos, la respuesta proliferativa de los linfocitos T es modulada por VIP de forma 
diferente dependiendo del estado de activación de la célula y del diseño experimental, mostrándose 
efectos fundamentalmente inhibidores, pero también estimuladores. La primera evidencia acerca del 
efecto de VIP sobre la proliferación linfoide fue demostrada en 1984 por Ottaway y Greenberg en 
linfocitos murinos. En su trabajo, estos investigadores mostraron que VIP inhibía la respuesta 
proliferativa de las células T tras la estimulación mitogénica (Ottaway y Greenberg, 1984). 
Posteriormente, numerosos autores han investigado acerca de los efectos de VIP sobre la proliferación 
de timocitos y linfocitos T estimulados con mitógenos o con el antígeno, así como sobre la producción 
de IL-2 y su consecuente efecto sobre la proliferación (Stanisz et al., 1986; Nordlind y Mutt, 1986a; 
Ottaway, 1987; Peuriere et al., 1990; Yiangou et al., 1990; Boudard y Bastide, 1991; Ganea y Sun, 1993; 
Sun y Ganea, 1993; Xin et al., 1994; Tang et al., 1995; Tang et al., 1996; Teresi et al., 1996; Wang et al., 
2000;  Trejter et al., 2001; Pozo et al., 2009). En referencia a los linfocitos B se han mostrado también 
efectos duales. Aunque se ha observado que VIP incrementa la proliferación en líneas humanas 
linfoblastoides B y en células B de la amígadala (Ishoka et al., 1992), otros autores apuntan un efecto 
inhibidor (De la Fuente et al., 1996).  
Por otro lado, VIP también modula la adherencia y la migración linfocitaria (Gomariz et al., 
2001). La adhesión de los linfocitos al endotelio vascular es el paso inicial en la circulación de estas 
células hacia los sitios de inflamación. En relación con la adhesión linfocitaria, se ha mostrado un 
efecto inductor de VIP sobre la misma (De la fuente et al., 1994; Johnston et al., 1994). Con respecto a 
los procesos migratorios, varios estudios muestran diferentes efectos del péptido sobre la migración 
linfoide. El primer experimento realizado en esta área mostró que VIP disminuía la salida de los 
linfocitos de los ganglios linfáticos de oveja (Moore, 1984). En la misma línea, se observó que VIP 
inhibía la movilidad de los linfocitos peritoneales, los timocitos y los esplenocitos de rata (De la fuente 
et al., 1994; Delgado et al., 1995). Sin embargo, otros estudios han mostrado la existencia de efectos 
tanto inductores como inhibidores para esta función. Así, por ejemplo, se ha descrito que VIP presenta 
un efecto dual sobre la migración de los leucocitos mononucleares (Bondesson et al., 1991). Esta 
dualidad en el efecto de VIP sobre la migración linfoide es la que permite que el péptido pueda 
modular diferencialmente la distribución regional y tisular de las células T (Miura et al., 1997). La 
diferencia de efecto entre unas células y otras puede estar relacionada con las diferentes 
subpoblaciones. Así, en el caso de los linfocitos Th, VIP estimula preferentemente la migración de los 
linfocitos Th2 (Delgado et al., 2004b).  
Finalmente, una vez desempeñada la respuesta inmune y eliminado el patógeno es importante 
que se produzca la apoptosis de las células inmunes que han llevado a cabo este proceso. La apoptosis 
es de especial importancia en los linfocitos, tanto en los procesos de selección intratímica, como en la 
eliminación de los mismos tras la eliminación del patógeno (Baumann et al., 2002). Un gran número de 




factor de supervivencia. En los años 1995 y 1996, gracias a los trabajos de los grupos de investigación 
de la Dra. Gomariz y el Dr. Mutt, fue sugerida por primera vez la posibilidad de que la inhibición de 
la apoptosis fuese el principal mecanismo mediante el cual VIP ejerce su función citoprotectora en el 
SI, mostrándose que VIP protegía a los timocitos frente a la apoptosis (Ernström et al., 1995; Delgado et 
al., 1996b). Posteriormente, se ha observado la acción inhibidora de VIP sobre la apoptosis de linfocitos 
T CD4 y concretamente también sobre linfocitos Th2, mediante la inhibición de la expresión de FasL y 
granzima B (GZMB) (Delgado y Ganea, 2000a; Delgado et al., 2002c; Sharma et al., 2006). Así mismo, se 
ha mostrado que VIP modula también la expresión de FasL en linfocitos T CD8 (Delgado y Ganea, 
2000b). 
4.2.4. Efectos biológicos de VIP sobre los linfocitos T colaboradores 
Uno de los múltiples efectos biológicos de VIP sobre el SI es la modulación de las funciones de 
los linfocitos T colaboradores. Se ha mostrado que VIP es capaz de regular las respuestas de los 
distintos subtipos de células Th: Th1, Th2, Th17 e iTreg (véase Figura 23). Dicha modulación sobre los 
linfocitos Th es selectiva, es decir, sus efectos pueden ser inhibidores o estimuladores en función de la 
subpoblación sobre la que se ejerzan. De modo general, los diversos estudios desarrollados tanto in 
vitro como in vivo, han mostrado que VIP decrece las respuestas de tipo Th1, incrementa las respuestas 
asociadas a Th2, regula la diferenciación y función de las células Th17 y promueve las funciones T 
reguladoras.  
En términos de la modulación de VIP sobre las respuestas Th, la más ampliamente estudiada es 
la regulación de los subtipos Th1 y Th2. Mediante diferentes aproximaciones experimentales, tanto in 
vitro como in vivo se ha mostrado que VIP modula la diferenciación linfoide favoreciendo la 
diferenciación hacia un patrón de tipo Th2 e inhibiendo la diferenciación hacia el subtipo Th1. 
Concretamente, se ha descrito que el tratamiento in vitro de macrófagos con VIP aumenta su 
capacidad de inducción de la diferenciación de células T CD4 activadas hacia el fenotipo Th2 y de 
inhibición de la diferenciación hacia el fenotipo Th1 (Delgado et al., 1999b). Así mismo, experimentos 
realizados in vivo en ratón han corroborado estos resultados al encontrase una reducción del número 
de células productoras de IFNγ y un aumento del número de células secretoras de IL-4 (Delgado et al., 
1999b). En la misma línea, en ratones se ha mostrado que VIP estimula la producción de 
inmunoglobulinas de isotipo IgG1, asociada al fenotipo Th2, y disminuye la producción de IgG2a, 
asociada al fenotipo Th1 (Delgado et al., 1999b). También, se ha observado el reajuste del balance 







Figura 23. Acciones biológicas de VIP sobre las células Th. 
 
Nota: Representación esquemática de la acción de VIP sobre las células T colaboradoras, así como sobre los balances entre unas 
y otras subpoblaciones Th.   
Aunque los mecanismos precisos aún no se han dilucidado, VIP regula el equilibrio entre las 
subpoblaciones Th1 y Th2 (Th1/Th2) a través de diferentes mecanismos no excluyentes, algunos de 
los cuales se han comentado en apartados anteriores debido a la estrecha relación entre la inmunidad 
innata y adquirida. En primer lugar, VIP inhibe la producción de IL-12, citocina implicada en la 
diferenciación de Th1 (Delgado y Ganea 1999; Delgado et al., 1999e). En segundo lugar, VIP induce la 
expresión de CD86 en macrófagos y DCs, lo cual es importante para el desarrollo de las células Th2 
(Delgado et al., 1999b; Delgado et al., 2000; Delgado et al., 2004c). En tercer lugar, VIP induce la 
expresión de los factores de transcripción c-Maf y JunB, necesarios para la diferenciación de células 
Th2 (Voice et al., 2004). Por otro lado, se ha demostrado que VIP promueve el reclutamiento específico 
de células Th2 mediante la inhibición de la producción de la quimiocina CXCL10 y la inducción de la 
producción de CCL22, dos quimiocinas que están involucrados en la migración de las células Th1 y 
Th2, respectivamente (Delgado et al., 2004b; Jiang et al., 2002). Además, VIP promueve la generación y 
supervivencia selectiva de células Th2 frente a células Th1 (Delgado y Ganea, 2001d; Delgado et al., 
2002c). De tal manera que VIP regula el equilibrio Th1/Th2, actuando tanto de forma directa sobre la 
diferenciación de las células Th, como indirectamente a través de la regulación de las funciones de las 
APCs.  
Por otro lado, las investigaciones de los últimos años han descrito también la capacidad de VIP 
para regular la generación de células Th17, así como la producción de IL-17. Sin embargo, dada la 
relativa novedad en el descubrimiento de estas células, los trabajos acerca del estudio de las acciones 
de VIP sobre los linfocitos Th17 son escasos y se han realizado fundamentalmente sobre células Th17 
murinas. In vitro, se ha mostrado un incremento en el número de células T CD4 productoras de IL-17 
asociado a la presencia de VIP (Yadav y Goetzl, 2008; Yadav et al., 2008; Ding et al., 2012).  
Finalmente, también se ha descrito la modulación por parte de VIP sobre las células Treg. La 




indirectos. Por un lado, VIP es capaz de inducir directamente respuestas reguladoras en linfocitos Th 
(Delgado et al., 2005a; Pozo et al., 2009; Andersdon y Gonzalez-Rey, 2010). Por otro lado, VIP induce de 
forma indirecta, la generación de células Treg a través de la inducción de DCs tolerogénicas (Chorny 
et al., 2005; Delgado et al., 2005b; Gonzalez-Rey et al., 2006a). 
5. RECEPTORES Y VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DE VIP 
Se han descrito tres receptores para VIP, denominados VPAC1, VPAC2 y PAC1 teniendo en 
cuenta la nomenclatura de la Unión Internacional de Farmacología (Harmar et al., 1998; Harmar et 
al.,2012). Fundamentalmente VIP, ejerce sus múltiples funciones biológicas a través de los receptores 
VPAC1 y VPAC2, los cuales presentan una alta afinidad para el péptido, y se encuentran ampliamente  
distribuidos en el sistema nervioso, endocrino e inmune. Los receptores de VIP pertenecen a una 
subfamilia de GPCRs denominada familia de clase II, familia B o familia de tipo secretina (Laburthe et 
al., 1996; Couvineau y Laburthe, 2012). Esta subfamilia de GPCRs comprende varios miembros, 
incluyendo receptores para VIP, PACAP, secretina, glucagón, GLP-1, GLP-2, GRF y GPI, así como 
receptores para péptidos pertenecientes a otras familias como calcitonina, hormona paratorioidea y 
CRF, entre otros (Laburthe et al., 1996; Couvineau et al., 2012). Así mismo, la subfamilia de clase B se 
subdivide en receptores de clase B1, B2 y B3 (Harmar, 2001). Los receptores para VIP se encuentran 
clasificados en la clase B1, juntos con los receptores para GLP1, GLP2, PACAP y GRF (Harmar, 2001). 
Los receptores pertenecientes a la subfamilia B comparten con otros receptores de tipo GPCR la misma 
estructura general (Laburthe et al., 2002; Couvineau et al., 2012). Constan de un dominio amino 
terminal, siete dominios o hélices transmembranales, interconectados mediante tres bucles 
extracelulares y tres bucles intracelulares, y un dominio citoplasmático (Laburthe et al., 1996; 
Couvineau et al., 2012). Los receptores pertenecientes a esta clase presentan en su  secuencia 
aminoacídica 83 residuos, localizados principalmente en el dominio amino terminal, los dominios 
transmembranales y el primer bucle intracelular, que se encuentran estrictamente conservados en 
todos ellos. A pesar de la elevada homología en la estructura entre los distintos receptores, el dominio 
N-terminal posee múltiples sitios de N-glicosilación, la cual tiene lugar de forma diferencial 
dependiendo del tejido y de la especie. Además, el dominio carboxilo terminal presenta una elevada 
variabilidad en su estructura primaria. Generalmente, las variantes que difieren en la secuencia 
aminoacídica en el extremo N-terminal o en los bucles extracelulares presentan modificaciones en la 
afinidad y selectividad al ligando, mientras que las variaciones en los bucles intracelulares o en el 
extremo C-terminal pueden influir en la diferente activación de las vías de transducción de señales al 
interior celular (Furness et al., 2012).   
Los receptores de tipo GPCR señalizan fundamentalmente a través de su interacción a proteínas 
G, lo que se denomina vía canónica (Johnston y Siderovski, 2007; Langer, 2012). Sin embargo, también 
pueden interaccionar con otras proteínas que se han denominado proteínas de interacción con GPCRs 
(GIPs, del inglés GPCR Interacting Proteins) (Bockaert et al., 2004). La señalización a través de GIPs es lo 




de tal modo que los GPCRs pueden unirse a proteínas de varias familias (Brady et al., 2002), tales 
como proteínas modificadoras de la actividad del receptor (RAMPs, del inglés Receptor Activaty-
Modifiying Proteins) (Christopoulos et al., 2003) o factores de ribosilación ADP (ARFs, del inglés ADP-
Ribosilation Factors) (Mcculloch et al., 2001). Esta interacción con diferentes proteínas puede modular la 
actividad del receptor, así como modificar sus características farmacológicas. 
5.1. VPAC1 
El receptor VPAC1 fue aislado por primera vez a partir de pulmón de rata (Ishihara et al., 1992). 
En humanos el receptor une con la misma afinidad VIP y PACAP, sin embargo presenta menos 
afinidad para otros péptidos de la familia como PHI, GRF y secretina (Couvineau et al., 1996a).  
En cuanto a la distribución general de VPAC1, el ARNm que codifica para este receptor se 
encuentra ampliamente distribuido en el SNC, localizándose abundantemente en el córtex cerebral y 
en el hipocampo (Ishihara et al., 1992; Usdin et al., 1994). Además del SNC, el receptor se expresa en 
numerosos tejidos periféricos como pulmón, corazón, estómago, intestino grueso y delgado, hígado, 
páncreas, tiroides, glándula adrenal, riñón, mama, ovario, útero, vesícula seminal y próstata 
(Christophe et al., 1981; Prieto et al., 1981; Magistretti et al., 1988; Molinero et al., 1985; Guijarro et al., 
1991; Shivers et al., 1991; Ishihara et al., 1992; Rodriguez-Henche et al., 1994; Usdin et al., 1994; 
Sreedharan et al., 1995; Borboni et al., 1999; Juarranz et al., 1999a; Bajo et al., 2000; Garcia-Fernandez et 
al., 2005). 
El gen que codifica para el receptor VPAC1 humano se encuentra localizado en la región el 
p21.33-31 del cromosoma 3 y consta de 22Kb distribuidas en trece exones y doce intrones (Sreedharan 
et al., 1995). En relación a su región promotora, este gen presenta una caja TATA, una caja CCAAT  y 
una región rica en GC, que son cruciales para la activación de su transcripción (Sreedharan et al., 1995; 
Couvineau et al., 2000). Además, presenta una secuencia TGGGAT que constituye un sitio de unión a 
la factor de transcripción denominado IKAROS, el cual es responsable de la represión de la 
transcripción del gen (Dorsam y Goetzl, 2002). A nivel transcripcional la expresión de VPAC1 puede 
ser regulada a través de diferentes moléculas entre las que se encuentran hormonas como 
glucocorticoides o estradiol (Pei, 1996; Madsen et al., 2001). 
En referencia a la estructura tridimensional del receptor VPAC1, como miembro de la clase B de 
GPCRs, presenta un dominio amino extracelular es un dominio largo, que cuenta con más de 120 
residuos. Esta región amino terminal extracelular es donde reside fundamentalmente la selectividad 
para el ligando VIP (Holtmann et al., 1995; Juarranz et al., 1999b; Du et al., 2002; Ceraudo et al., 2012; 
Couvineau et al., 2012). Contiene seis cisteínas altamente conservadas que establecen tres puentes 
disulfuro y consta de dos láminas β anti-paralelas, estabilizadas por los tres puestas disulfuro y por un 
puente salino formado por los anillos aromáticos de dos residuos de Trp. Numerosos aminoácidos 
distintos pertenecientes a este dominio han sido implicados en esta unión al ligando, los cuales varían 




están implicados en la interacción con el ligando. Así, aminoácidos de los bucles extracelulares 1 y 2, y 
aminoácidos de los dominios transmembranales 1 y 2, entre otros, son también necesarios para la 
interacción con VIP (Juarranz et al., 1999b; Du et al., 1997; Knudsen et al., 1997; Ceraudo et al., 2012). 
Por otro lado, además de la interacción con el ligando, existen otras regiones implicadas en diversas 
funciones del receptor. Por ejemplo, en relación a la actividad del receptor, se han identificado 
diversas regiones implicadas, tales como un motivo estructural común en todos los receptores de clase 
B denominado N-cap (Neumann et al., 2008). De tal manera que los numerosos estudios de clonación, 
mutagénesis dirigida y quimeras moleculares han permitido identificar regiones implicadas en la 
afinidad del receptor al péptido (Couvineau et al., 1995; Holtmann et al., 1995; Juarranz et al., 1999b; 
Ceraudo et al., 2012), en la especificidad (Couvineau et al., 1996a; Du et al., 2002), en el acoplamiento 
del receptor a la membrana plasmática (Couvineau et al., 1996b), en la desensibilización del receptor 
(Marie et al., 2003), en la asociación del receptor a proteínas RAMP (Christopoulos et al., 2003; Wootten 
et al., 2013), en la activación de la adenilato ciclasa (AC) (Couvineau et al., 2003) y en la transducción 
de señales a través de calcio (Langer et al., 2002).  
La localización preferente del receptor VPAC1 es la membrana plasmática celular, sin embargo, 
también se ha descrito su localización nuclear en células mamarias y renales (Valdehita et al., 2010; 
Vacas et al., 2012).  
5.2. VPAC2 
El receptor VPAC2 fue clonado inicialmente en el bulbo olfatorio de rata (Lutz et al., 1993). 
Reconoce VIP con una ligera menor afinidad que VPAC1 pero, al igual que éste, reconoce VIP y 
PACAP con la misma afinidad. También reconoce otros péptidos de la familia como PHI y GRF, sin 
embargo no reconoce el péptido secretina (Usdin et al., 1994).  
El receptor VPAC2, del mismo modo que VPAC1, se encuentra distribuido en el SNC. Sin 
embargo, su localización es aparentemente complementaria a la de éste, localizándose en zonas 
opuestas. Su presencia se ha descrito principalmente en tálamo y núcleo supraquiasmático, aunque 
también presenta bajos niveles de expresión en hipocampo, tronco encefálico, espina dorsal y ganglios 
raquídeos dorsales (Usdin et al., 1994; Sheward et al., 1995). En cuanto a su expresión en tejidos 
periféricos, se ha detectado VPAC2 en pulmón, corazón, músculo liso, estómago, páncreas, riñón, 
tejido adiposo, ovario, útero, testículo y pene (Usdin et al., 1994; Adamou et al., 1995; Busto et al., 1999; 
Bajo et al., 2000; Groneberg et al., 2001b; Guidone et al., 2002; Harmar et al., 2004). 
El gen que codifica para el receptor VPAC2 humano se localiza en el cromosoma 7 en la región 
q36.3 y está formado por 117kb repartidas en trece exones (Mackay et al., 1996; Lutz et al., 1999a). 
Presenta secuencias ricas en GC, varios sitios Sp1 y secuencias afines a factores de transcripción de la 
familia GATA, pero no presenta caja TATA ni secuencia CCAAT (Lutz et al., 1999a). A pesar de estas 




un gen ancestral común para ambos receptores. A nivel transcripcional la expresión de este receptor es 
regulada por citocinas, como la IL-4 (Metwali et al., 2000).  
En relación a su estructura tridimensional, ésta se halla mucho menos estudiada que la del 
receptor VPAC1. Se considera que el dominio amino terminal, al igual que en el caso de VPAC1, es 
crucial para la interacción con el ligando VIP (Nicole et al., 1998), aunque también otros dominios 
están involucrados (Juarranz et al., 1999b; Juarranz et al., 1999c; Vertongen et al., 2001; Nachtergael et 
al., 2003). 
5.3. PAC1 
El receptor PAC1 fue clonado por primera vez en una línea celular procedente de un carcinoma 
pancreático acinar de rata  (Pisegna y Wank, 1993). Se trata de un receptor de elevada afinidad por el 
péptido PACAP, que presenta muy baja afinidad para VIP (aproximadamente unas quinientas veces 
menor) y aún menor para GRF (Cauvin et al., 1991).  
Comparado con los receptores VPAC1 y VPAC2, PAC1 se localiza de forma mayoritaria en el 
SNC (Basille et al., 2000). Está especialmente expresado en el bulbo olfatorio, el tálamo, el giro dentado 
del hipocampo, el núcleo supraóptico del hipotálamo y el córtex cerebelar (Gottschall et al., 199; 
Hashimoto et al., 1996; Nomura et al., 1996; Shioda et al., 1996a; Otto et al., 1999). En los tejidos 
periféricos, PAC1 se expresa fundamentalmente en la glándula adrenal (Shivers et al., 1991; Moller et 
al., 1996), pero también se expresa en pulmón, ojo, hígado, páncreas, ovario, testículo, pene e 
hiperplasia de próstata (Shivers et al., 1991; Hosoya et al., 1993; Nilsson et al., 1994; Usdin et al., 1994; 
Carmena et al., 1996; Scaldaferri et al., 1996; Shioda et al., 1996b; Busto et al., 1999;  Guidone et al., 2002). 
El gen que codifica para el receptor PAC1 humano se localiza en el  cromosoma 7 en la región 
p15-14 y presenta 15 exones 14 intrones (Brabet et al., 1996). Al contrario que los receptores VPAC1 y 
VPAC2 donde la existencia de variantes alternativas no está clara (Dickson y Finlayson, 2009), está 
bien establecido que este receptor presenta variantes generadas por procesamiento alternativo. Las 
variantes varían principalmente en función de la presencia o ausencia de determinadas secuencias 
proteicas en el tercer bucle intracelular, en la aparición de determinadas deleciones en el dominio 
amino terminal o incluso en la presencia de determinadas inserciones (Journot et al., 1995; Pantaloni et 
al., 1996; Dautzenberg et al., 1999; Daniel et al., 2001). En humanos una de estas variantes, que se 
denomina “PAC1-short” presenta igual afinidad por VIP que por PACAP (Dautzenberg et al., 1999). 
En cuanto a la estructura del promotor, este receptor tampoco contiene caja TATA en su promotor, 
aunque si muestra una caja CCAAT y dos sitios Sp1 (Aino et al., 1995).  
En relación a la estructura tridimensional del receptor PAC1, al igual que en el caso de los 
receptores VPAC1 y VPAC2, parece ser que el dominio amino terminal es imprescindible para la unión 




primer bucle extracelular del receptor, son los que determinan la baja afinidad por el péptido VIP 
(Hashimoto et al., 1997, Lutz et al., 1999b).   
5.4. AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE VIP 
El desarrollo de agonistas y antagonistas selectivos para los receptores de VIP constituye en la 
actualidad un área de investigación intensa, cuyos resultados han sido cruciales para establecer 
secuencias aminoacídicas implicadas en el reconocimiento de ligando, para determinar la 
conformación espacial de los receptores, así como para estudiar de forma selectiva las funciones de 
VIP a través de cada uno de ellos. En relación con los dos principales receptores de VIP, 
fundamentalmente existen tres tipos de agonistas, incluyendo agonistas de VPAC1, agonistas de 
VPAC2 y agonistas no selectivos. Numerosas investigaciones han dado lugar a múltiples agonistas con 
diferentes características y afinidad (Véase Tabla 7). Los agonistas más específicos y más empleados 
para el receptor VPAC1 humano se denominan [Ala11,22,28]VIP  y [K15, R16, L27] VIP (1-7)/GRH (8-27) 
(Gourlet et al., 1997b; Nicole et al., 2000). Por otra parte, los llamados Ro 25-1392 y Ro 25-1553 son los 
más específicos para VPAC2 (Bolin et al., 1995a; Gourlet et al., 1997c; Xia et al., 1997), mientras que el 
agonista más selectivo para PAC1 es Maxadilan (Moro et al., 1997). Con respecto a los antagonistas, PG 
97-269 es el antagonista selectivo de VPAC1 (Gourlet et al., 1997d). Sin embargo, para VPAC2, aún no 
se ha encontrado ningún antagonista que sea altamente selectivo para dicho receptor. Los antagonistas 
Max.d.4 y M65 son selectivos para PAC1 (Uchida et al., 1998; Tatsuno et al., 2001). Otros muchos 
agonistas y antagonistas se han definido, pero todos presentan restricciones en cuanto a su afinidad 















Tabla 7. Agonistas y antagonistas de los receptores de VIP. 
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JV-1-50, JV-1-51, JV-1-52 y JV-1-53 
(Rekasi et al., 2000) 
 
VIPhyb 
(Li et al., 2013b) 
Nota: Resumen de los principales agonistas y antagonistas desarrollados para los receptores VPAC1, VPAC2 y 
PAC1. 
 
5.5. VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DE LOS RECEPTORES DE VIP 
Los receptores VPAC1 y VPAC2, como miembros de la familia de GPCRs señalizan 
fundamentalmente a través de su unión a proteínas G (vía canónica) (véase Figura 24). La activación 
de los receptores se produce mediante el cambio conformacional que induce el ligando en ellos, el cual 
permite la interacción del receptor con las proteínas G. Esta interacción permite la activación de la 
proteína G y la subsecuente disociación de la subunidad α. Generalmente, la activación del receptor 




AMPc y activación de la vía de la PKA (Laburthe et al., 1978; Laburthe et al., 1979a; Laburthe et al., 
1979b; Couvineau et al., 1990; Kermode et al., 1992; Shreeve et al., 2000). No obstante, los receptores de 
VIP señalizan también a través de la activación de la PLC, la cual es activada por proteínas G de tipo 
Gαq o Gαi y da lugar a la activación de la vía de inositoles fosfato/calcio lo que resulta en el 
incremento de la concentración de calcio intracelular y a la estimulación de la vía de señalización de la 
PKC (Van Rampelbergh et al., 1997; Luo et al., 1999; Shreeve et al., 2000; Mackenzie et al., 2001). 
Además de la señalización promovida por la subunidad Gα, se ha descrito que el receptor VPAC2 es 
capaz de activar canales de calcio extracelulares, a través de la subunidad βγ de la proteína G 
(McKenzie et al., 2001). 
Figura 24. Vías de señalización del péptido VIP. 
 
Nota: Representación esquemática de las vías de señalización canónicas activadas por VIP a través de sus receptores VPAC1 e 
VPAC2.  
La propiedad de  los receptores VPAC1 y VPAC2 de unirse a otras proteínas, además de 
proteínas G, les confiere la posibilidad de activar otras vías de señalización, descritas como no 
canónicas (véase Tabla 8). Así por ejemplo, el receptor VPAC1 puede interaccionar con la proteína 
RAMP2, que induce la producción de inositol trifosfato y el subsecuente efecto sobre los niveles de 
calcio intracelulares (Christopoulos et al., 2003). Por su parte, el receptor VPAC2, por ejemplo, puede 
unirse a ARF lo que da lugar a la activación de la fosfolipasa D (PLD, del inglés PhosphoLipase D) que 
conduce a la liberación de los mediadores ácido fosfatídico y colina (Mcculloch et al., 2000, Mcculloch 





Tabla 8. Vías de señalización no canónicas de los receptores VPAC1 y VPAC2.  
Nota: Resumen de las principales vías de señalización no canónicas de los receptores de VIP. La tercera columna indica si la 
unión de la proteína al receptor causa una alteración en la afinidad del receptor por su ligando. La cuarta columna muestra las 
principales características de la señalización activada.  
En relación a las vías de transducción de señales desencadenados por el receptor PAC1, 
fundamentalmente este receptor señaliza a través de las enzimas AC y PLC (Pisegna et al., 2000). Sin 
embargo, los mecanismos varían en función de la variante del receptor de que se trate pudiendo 
activarse también PLD y otras vías de señalización (Vaudry et al., 2009).  
Además de las vías de señalización descritas, los receptores de VIP también pueden modular 
positiva o negativamente otras vías independientes de AMPc que implican tirosin cinasas (Morisset et 
al., 1995), NFκB (Said y Dickman, 2000), PI3K (Gutiérrez-Cañas et al., 2005), GMPc (Spessert, 1993), 
canales de calcio (Chatterjee et al., 1996, Tompkins et al., 2006), GTPasas de tipo RhoA (Henle et al., 
2006), MAPK (Moroo et al., 1998), hemo oxigenasas (Watkins et al., 2004), entre otras vías.   
Los receptores de VIP, al igual que otros GPCRs son capaces de dimerizar formando 
homodímeros o heterodímeros (Couvineau et al., 2012; Langer, 2012). Los heterodímeros pueden 
constituirlos entre sí (VPAC1/VPAC2), con otros receptores de la familia, como por ejemplo con 
secretina, o con proteínas transmembranales como RAMPs. La formación de dímeros entre los propios 
receptores VPAC1 y VPAC2 no modifica la afinidad natural ni al ligando natural ni a agonistas 
específicos, mientras que la unión al receptor de secretina casa la internalización del receptor 
(Harikumar et al., 2006). 
En suma, la señalización de VIP al interior celular incluye una gran variedad de vías, 
involucrando múltiples segundos mensajeros. La activación de unos u otros depende de los 




Señalización Referencias bibliográficas 
RAMP1,2,3 VPAC1 No 
 Aumento o no de la 
actividad de Gαq 
 Aumento de la 
actividad de PLC 
Christopoulus et al., 2003 
Couvineau y Laburthe, 2012 
RAMP1,2,3 VPAC2 No 
 No cambios en Gαs 
 Aumento en la 
actividad de Gαi 
Wooten et al., 2013 
ARF VPAC2 ¿? Activación de la PLD 
Mcculloch et al., 2000 
Mcculloch et al., 2001 
Calmodulina VPAC1 ¿? ¿? Couvineau y Laburthe, 2012 
S-SCAM/MAG1-2 VPAC1 ¿? 
 Inhibición de la 
producción de 
AMPc 
 Internalización del 
receptor 




que, la principal vía de señalización activada en una determinada célula dependerá 
fundamentalmente del subtipo de receptor expresado predominantemente y del nivel de activación 
y/o diferenciación celular (Onoue et al., 2008).  
5.6. RECEPTORES Y VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DE VIP EN EL SISTEMA INMUNE 
En el SI se ha mostrado también la expresión de los tres receptores de VIP: VPAC1, VPAC2 y 
PAC1. En un principio se describieron de forma indeterminada lugares de unión para VIP en una 
amplia variedad de células inmunes y líneas celulares linfocíticas de diversas especies (Beed et al., 
1983; Danek et al., 1983;  Ottaway et al., 1983; Ottaway et al., 1984; Calvo et al., 1986; Finch et al., 1989; 
O´Dorisio et al., 1989; Ottaway et al., 1990; Cheng et al., 1993). Estos estudios indicaron la existencia de 
lugares de unión de una clase de receptores de alta afinidad o de dos clases, una de baja y otra de alta 
afinidad, dependiendo del tipo celular y del estado de activación celular. Sin embargo, la confirmación 
de la expresión de receptores funcionales para VIP tuvo lugar en linfocitos humanos de sangre 
periférica (Guerrero et al., 1981, O'Dorisio et al., 1981). Tras la clonación de los receptores, los estudios 
se focalizaron en la expresión de los tres tipos de receptores. Se ha mostrado que VPAC1 se expresa en 
linfocitos (Ottaway y Greenberg, 1984; Gomariz et al., 1994b), timocitos simples positivos, dobles 
positivos y dobles negativos (Delgado et al., 1996c; Johnson et al., 1996; Xin et al., 1997), monocitos 
(Wiik et al., 1985) y macrófagos (Segura et al., 1991; Calvo et al., 1994a; Calvo et al., 1994b; Sakakibara et 
al., 1994; Delgado et al., 1996a). En cuanto a las subpoblaciones linfoides, se ha encontrado expresión 
de VPAC1 tanto en linfocitos T como en linfocitos B (Gomariz et al., 1994b; Qian et al., 2001). La 
expresión de VPAC1 en los diferentes tipos celulares descritos enteriormente es constitutiva, sin 
embargo se ha descrito que exite una regulación negativa de la misma tras la activación celular en 
linfocitos T CD4 y CD8 (Lara-Marquez et al., 2001; Vomhof-DeKrey et al., 2008; Vomhof-DeKrey et al., 
2011). A diferencia del receptor VPAC1 que se expresa de forma constitutiva, la expresión del receptor 
VPAC2 es inducible. Su expresión en células naïve o en reposo es muy baja y es la activación con 
anticuerpo anti-CD3 o con LPS de linfocitos y macrófagos respectivamente, lo que da lugar a la 
expresión del receptor (Delgado et al., 1996a; Delgado et al., 1996c). Sin embargo, también se ha 
detectado expresión constitutiva de este receptor en timocitos dobles y simples positivos CD4 y CD8 
(Xin et al., 1997; Pankhaniya et al., 1998). Por su parte, el receptor PAC1 se expresa únicamente en 
monocitos y macrófagos, y no así en linfocitos (Pozo et al., 1997).  
El amplio espectro de mediadores inflamatorios modulado por VIP se explica gracias a que el 
péptido es capaz de regular varias vías de transducción de señales y factores de transcripción 
esenciales para la activación transcripcional de la mayoría de los factores inflamatorios, tales como 
NFκB, IRF-1, MAPK y CREB. También en el SI, VIP señaliza fundamentalmente a través de la 
activación de la AC y la producción del AMPc (O'Dorisio et al., 1981, Segura et al., 1992). Esta vía, 
denominada vía dependiente de PKA, es la responsable de la mayoría de los efectos anti-
inflamatorios de VIP en macrófagos, monocitos y DCs, y de la regulación de la respuesta de los 




inflamatorias y se reduce la producción de citocinas pro-inflamatorias. Se sabe que el incremento de 
los niveles de AMPc da lugar a la inhibición de una amplia variedad de funciones en diversas células 
involucradas en la respuesta inmune (Bourne et al., 1974). Por ejemplo, el AMPc inhibe la quimiotaxis 
linfoide (Moore y Lachmann, 1982) y la actividad citotóxica de linfocitos y células NK (Henney et al., 
1972; Roder y Klein, 1979). Por ello, la acción inhibidora de VIP sobre muchas funciones inmunes se ha 
atribuido a su capacidad para incrementar los niveles de AMPc. Así, se ha mostrado por ejemplo que 
la inhibición de la quimiotaxis linfoide inducida por VIP está mediada por el aumento de la 
concentración de AMPc intracelular (Moore, 1984; De La Fuente et al., 1994, Delgado et al., 1995). Del 
mismo modo, se ha sugerido que la elevación de los niveles de AMPc es la causa de la acción 
inhibidora de VIP sobre las células NK (Rola-Pleszczynski et al., 1985). En relación a los mecanismos 
de señalización desencadenados por VIP a través de la vía del AMPc existen diferentes factores de 
transcripción involucrados. Esta vía de señalización da lugar a la activación de CREB, entre otros, lo 
que conduce a la inhibición de la transcripción de genes que codifican para moléculas relacionadas 
con inflamación, tales como los TNFα, IL-12 e iNOS, y a la activación de la transcripción de genes que 
codifican para moléculas anti-inflamatorias como IL-10 (Delgado y Ganea, 1999; Delgado et al., 1998;  
Delgado et al., 1999f; Delgado et al., 1999g; Leceta et al., 2000). Además, a través de esta vía modula la 
expresión de otros neuropéptidos en los FLS (Pérez-García et al., 2011).  
La vía de señalización dependiente de PKA interacciona con otras vías de señalización son 
moduladas por VIP de manera dependiente de AMPc, tales como las vías de las enzimas MAPKs 
(Delgado y Ganea, 2000c) o Jak/STAT (Delgado y Ganea, 2000d), las cuales también están 
involucradas en la transcripción de genes de moléculas inflamatorias como, las anteriormente 
descritas, TNFα, IL-12 e iNOS. 
Además de los mecanismos dependientes de AMPc, los efectos de VIP en el SI también están 
mediados por vía de señalización denominada independiente de PKA a través de la cual se inhibe la 
translocación de NFκB al núcleo, impidiendo la activación de la transcripción génica de genes como 
los que codifican pata TNFα e IL-12 (Leceta et al., 2000). Esta vía involucra la enzima PKC, cuya 
activación por parte de VIP se ha mostrado en el SI, entre otros tipos celulares en macrófagos (De la 
Fuente et al., 1993;  De la Fuente et al., 1994; Martínez et al., 1998). Así, por ejemplo, estudios in vitro 
han mostrado que VIP, señalizando a través de esta vía, da lugar a la modulación de la transcripción 
del gen de la IL-6 en macrófagos (Martínez et al., 1998), así como otros tipos celulares como los FLS 
(Arranz et al., 2008a; Arranz et al., 2008b). Paralelamente, la activación de VIP de esta vía de 
señalización también se ha demostrado in vivo en un modelo de artritis experimental (Juarranz et al., 
2005).  
Por otra parte, se ha mostrado que VIP también señaliza en el SI a través de otras enzimas y 
factores de transcripción. VIP es capaz de activar la vía de señalización de la PLC (Pozo et al., 1997). La 
activación de esta enzima, con el consecuente incremento de los niveles de calcio, se ha relacionado 




linfoide (Beckner y Farrar, 1988). De otra parte, otros factores de transcripción que también son 
modulados por VIP son IRF-1 (Delgado y Ganea, 2000d), IRF-3 (Carrion et al., 2011), AP-1 (Juarranz et 





























BLOQUE V: INFLAMACIÓN Y AUTOINMUNIDAD 
Tal y como se describe en el Bloque I, la inflamación generalmente surge debido a la presencia 
de patógenos o la existencia de daño tisular. Sin embargo, en ocasiones el proceso inflamatorio se 
desencadena en respuesta a moléculas endógenas que son reconocidas como agentes dañinos. Este 
reconocimiento de lo “propio” como “extraño” es lo que se denomina autoinmunidad. (Male et al. 
2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012). 
Los factores genéticos y ambientales, tales como la infección o la lesión tisular, son los 
principales elementos que contribuyen al desarrollo de la autoinmunidad. La enfermedad 
autoinmune, dependiendo de la distribución del autoantígeno desencadenante de la respuesta, puede 
ser sistémica, como el lupus eritematoso sistémico o la artritis reumatoide, o específica de tejido, como 
la esclerosis múltiple o la diabetes autoinmune. Tanto en unas como en otras, el proceso autoinmune 
tiene lugar debido al fallo de los mecanismos de tolerancia, lo que permite que se establezca la 
inflamación. Esta respuesta inflamatoria involucra numerosos mecanismos efectores que son 
responsables de las lesiones tisulares causadas. Generalmente, la inflamación tienden a ser crónica, 
progresiva y a perpetuarse a sí misma. (Male et al. 2007; Murphy et al., 2009; Abbas et al., 2012). 
Las enfermedades autoinmunes afectan a millones de personas en todo el mundo, por lo que su 
impacto sanitario, social, y económico es muy elevado. Por ello su estudio es objeto de un gran 
número de investigaciones científicas que tienen por finalidad dilucidar los mecanismos 
inmunológicos que se desarrollan durante el curso de estas enfermedades, así como proveer nuevas 
herramientas terapéuticas para el tratamiento de los pacientes.   
1. ARTRITIS REUMATOIDE 
La AR es una enfermedad inflamatoria y autoinmune de sintomatología crónica y sistémica. 
Afecta fundamentalmente a las articulaciones, las cuales presentan una gran discapacidad funcional 
debido a su deformidad causada a lo largo del proceso inflamatorio. Si bien, la principal manifestación 
clínica se produce en las articulaciones, la AR puede afectar a distintos órganos y tejidos, por lo que se 
suele agrupar dentro de las enfermedades autoinmunes sistémicas. 
Esta enfermedad presenta una elevada prevalencia mundial. Aunque ésta es variable 
dependiendo de la región, se sitúa en torno al 1%, presentando en España un valor de 0.5% en la 
población adulta (Carmona et al., 2002). Puede comenzar a desarrollarse a cualquier edad, pero 
usualmente tiene lugar aproximadamente entre los 40 y los 60 años. En relación al género, es más 
frecuente en mujeres que en hombres, con una proporción de un hombre por cada tres mujeres.  
Su etiología es desconocida aunque se supone un origen multifactorial que incluye factores 
genéticos, ambientales, infecciosos y hormonales (véase Figura 25). En relación a los factores 
genéticos, múltiples genes influyen tanto en la susceptibilidad como en la severidad de la 




1978). Las primeras investigaciones dieron lugar a la hipótesis del epítopo compartido, indicando la 
existencia de una mayor frecuencia de la enfermedad entre los individuos que poseen determinados 
alelos HLA de clase DR1 y DR4, los cuales presentan la secuencia común denominada epítopo 
compartido (Gregersen et al., 1987). Este epítopo compartido constituye un factor de mayor 
susceptibilidad y severidad de la enfermedad, así como un indicador de peor pronóstico y un factor 
de riesgo de aparición de manifestaciones extra-articulares (Weyand et al., 1992; Hall et al., 1996; 
Gonzalez-Gay et al., 2002; Turesson et al., 2005; Sanmarti et al., 2007). Otro marcador genético asociado 
a la AR es la variación en el gen que codifica para PTPN22 (Begovich et al., 2004). Muchos otros genes 
asociados con esta enfermedad, tales como la proteína inducida por factor de necrosis tumoral alfa 3 
(TNFAIP3, del inglés Tumor Necrosis Factor Alpha-Induced Protein-2), GZMB, STAT4, la proteína 
activadora de Rho GTPasa de activación de células T (TAGAP, del inglés T-Cell Activation RhoGTPase 
Activating Protein), CTLA-4 y CCR6 (Plenge et al., 2005; Plenge et al., 2007; Remmers et al., 2007;  
Thomson et al., 2007; Kochi et al., 2010; Chen et al., 2011b; Knevel et al., 2013). De forma general se trata 
de genes relacionados con la inmunidad, mayoritariamente vinculados con mecanismos de 
presentación antigénica y activación de las células T. 




Nota: Resumen de los principales genes y factores ambientales relacionados con la ingesta o las infecciones víricas, asociados 
con el aumento de riesgo a padecer AR.  
Referente a los factores ambientales que marcan susceptibilidad a padecer AR, el factor de 
riesgo más estudiado es el hábito de fumar, el cual se ha asociado a la producción de auto-anticuerpos 




niveles de vitamina D (Heliovaara et al., 2000; Merlino et al., 2004; Pedersen et al., 2006; Källberg et al., 
2009; Haque y Bartlett, 2010; Kerr et al., 2011). Los agentes infecciosos bacterianos y víricos también se 
han relacionado a una mayor susceptibilidad frente a la AR. Dentro de los patógenos bacterianos, se 
ha descrito que Porphyromonas gingivalis puede constituir un estímulo para el desarrollo de la AR ya 
que la periodontitis, enfermedad causada principalmente por esta bacteria, es más frecuente en 
individuos que desarrollan AR (Rosentein et al., 2004; de Pablo et al., 2008; Lundberg et al., 2010). Entre 
los agentes víricos se ha apuntado a citomegalovirus o virus de Epstein-Barr como posibles estímulos 
desencadenantes de la patología (Lossius et al., 2012; Pierer et al., 2012). Se han definido también otros 
factores ambientales asociados a riesgo o protección frente a la AR, aunque no existen evidencias 
concluyentes en todos los casos (véase Figura V.2.1.). Finalmente, se ha considerado también la 
importancia de los factores hormonales en la susceptibilidad frente a la enfermedad dada la mayor 
prevalencia de AR en mujeres, así como la mejoría durante el embarazo o el riesgo de padecer la 
enfermedad asociado a complicaciones en el embarazo, entre otras cuestiones relacionadas (Silman et 
al., 1992; Nelson et al., 1993; Jørgensen et al., 2014). 
Acerca de las manifestaciones clínicas de la AR, la enfermedad se trata en realidad un 
síndrome que agrupa varios subtipos de enfermedad, englobando diferentes formas clínicas, 
radiológicas y serológicas. Generalmente la enfermedad comienza de forma insidiosa con astenia, 
anorexia y sintomatología musculoesquelética imprecisa. Posteriormente, se desarrolla la sinovitis y 
aparece de forma gradual la clínica específica. La inflamación afecta fundamentalmente a las 
articulaciones periféricas, distribuyéndose de forma bilateral y simétrica. Generalmente se inicia en las 
articulaciones de manos y pies, progresando después por otras articulaciones. Sus síntomas a nivel 
local son dolor y rigidez matutina, enrojecimiento, sensibilización y engrosamiento de la articulación y 
anquilosis en los estadíos tardíos de la enfermedad. La AR presenta también manifestaciones extra-
articulares que pueden estar localizadas en diversos órganos o ser sistémicas, como la fiebre, la fatiga, 
la anorexia y la pérdida de peso. Las manifestaciones extra-articulares pueden ser de diferentes tipos, 
tales como la aparición de nódulos reumatoides o lesiones granulomatosas en diferentes órganos, la 
vasculitis reumatoide o lesiones vasculares en el SNP, la piel u otros órganos, la aminoidosis, la 
anemia el síndrome de Felty o diversas manifestaciones pleuro-pulmonares, cardíacas, neurológica u 
oculares.  
La evolución de la enfermedad es variable. La mayoría de los pacientes presenta una actividad 
de forma mantenida, aunque con un grado variable de deformidad articular. El desarrollo de la 
enfermedad es lento y progresivo y en la mayoría de los casos a lo largo de la enfermedad el paciente 
sufre periodos de exacerbación y remisión. La esperanza de vida en estos individuos se acorta y su 
mortalidad frecuentemente se asocia a una afectación articular grave.  
Existen varios modelos animales para el estudio de la AR, en algunos de los cuales la artritis se 
genera de forma espontánea y en otros de forma inducida. Entre todos ellos, el mejor caracterizado y 




1997). Comparte con la AR de humanos las características clínicas, histopatológicas e inmunes. Este 
modelo tiene una gran aceptación ya que es reproducible, está bien definido y se ha mostrado útil 
para el desarrollo de nuevas terapias para la AR. Además, el modelo CIA constituye un buen sistema 
para el estudio de la implicación de los linfocitos T en la patogenia de la AR.  
1.1. MANIFESTACIONES INMUNOLÓGICAS EN LA ARTRITIS REUMATOIDE 
La sintomatología descrita deriva de la respuesta inflamatoria progresiva y persistente que 
afecta a las membranas sinoviales de múltiples articulaciones periféricas, causando el deterioro del 
cartílago y del hueso y llevando finalmente a la destrucción de la articulación. En la patogenia de la 
enfermedad participan tanto células pertenecientes al SI innato y adaptativo como células residentes 
en la membrana sinovial, el hueso y el cartílago (véase Figura 26). En relación al SI, la respuesta 
inmunológica es llevada a cabo tanto por el componente celular y como humoral de la respuesta 
inmune. De hecho, se trata de una enfermedad autoinmune, siendo una de sus características la 
presencia en el suero de auto-anticuerpos (Feldmann et al., 1996a; Lee y Weinblatt, 2001; Firestein, 
2003; Boissier et al., 2012).  
1.1.1. Desarrollo de la respuesta inflamatoria en la artritis reumatoide 
Dos características básicas definen la AR, la inflamación y la hiperplasia celular. En relación a la 
inflamación, la fisiopatología de la AR se basa en la activación anómala de procesos inflamatorios que 
afectan a todos los niveles de la respuesta inmunológica. El distintivo más importante de la AR es la 
inflamación de la membrana sinovial. La articulación está formada por el hueso, el cartílago y la 
membrana sinovial. Esta última es un tejido vascularizado que sella la articulación manteniendo la 
presión negativa y asegurando la presencia de fluidos lubricantes en el espacio sinovial. En 
condiciones normales, la membrana sinovial consta de dos tipos celulares que establecen interacciones 
recíprocas entre sí, los sinoviocitos de tipo macrofágico (MLS, del inglés Macrophage-Like Synoviocyte) y 
los sinoviocitos de tipo fibroblástico (FLS, del inglés Fibroblast-Like Synoviocyte). En tales condiciones, 
la cavidad sinovial está repleta de líquido sinovial, de composición viscosa y acelular, que se encarga 
de transportar oxígeno y nutrientes al cartílago y de lubricar la articulación. En la AR, la membrana 
sinovial se engrosa e hipertrofia debido, por una parte, a la invasión en el líquido sinovial de células 
inflamatorias (neutrófilos, monocitos y linfocitos T y B) y, por otra parte, a la proliferación de FLS (Lee 
y Weinblatt, 2001; Firestein, 2003; Boissier et al., 2012 Komatsu y Takayanagi, 2012). En este estado la 
membrana sinovial pasa a ser llamada pannus. A medida que progresa la enfermedad, el pannus va 
invadiendo las estructuras articulares locales, lo que deforma la estructura de la articulación y 







Figura 26. Manifestaciones inmunológicas en la artritis reumatoide. 
 
Nota: Resumen de los principales factores y tipos celulares involucrados en el desarrollo de la respuesta inflamatoria 
desencadena en las articulaciones en la AR.  
Los procesos inmunológicos y patológicos que conllevan finalmente la destrucción de la 
articulación se producen de forma simultánea y secuencial. Este desarrollo secuencial de 
acontecimientos hace posible que el proceso patológico desencadenado en las articulaciones pueda ser 
subdividido en tres fases. En una primera fase se produce la inflamación sinovial, caracterizada por la 
infiltración linfoide, la proliferación de células sinoviales, el daño de pequeños capilares (tumefacción 
endotelial, hemorragias perivasculares, etc.) y la aparición del edema sinovial. Si la inflamación 
persiste, tiene lugar la segunda fase en la que se produce el desarrollo del pannus, que se extiende por 
la superficie de la articulación. En esta fase tiene lugar el daño en el cartílago y el hueso. Finalmente, 
se origina la fase de deformación e inmovilización articular. El tejido se convierte en un tejido fibroso 
(fibrosis) lo que produce una deformación de la articulación. La destrucción del cartílago y la fibrosis 
dan lugar a la inmovilización articular (anquilosis).  
La patogenia se produce por tanto debido a la participación tanto de células inflamatorias como 
de células residentes en la articulación. De modo que múltiples células y mediadores inflamatorios se 
interrelacionan en un complejo entramado que, tras iniciar una respuesta inflamatoria anómala, 
mantiene y perpetúa los mecanismos que conducirán a la destrucción articular (Lee y Weinblatt, 2001; 
Firestein, 2003; Boissier et al., 2012 Komatsu y Takayanagi, 2012). Diferentes células inflamatorias 




abundante en el líquido sinovial y producen la liberación mediadores inflamatorios como proteasas y 
radicales libres de oxígeno que dan lugar a la degradación de la articulación (Cascão et al., 2010). Los 
MLS, por su parte, son los principales efectores de la inmunidad innata involucrados en la sinovitis 
(Kennedy et al., 2011). Su activación tiene lugar a través de citocinas, de la interacción con linfocitos T 
activados o de receptores característicos de la inmunidad innata como TLRs o NLRs (NOD-Like 
Receptors). Estas células secretan citocinas que conducen al desarrollo del proceso inflamatorio, siendo 
las principales citocinas producidas TNFα e IL-1β. Ambas citocinas son potentes inductores de las 
funciones del pannus, ya que promueven la estimulación de la expresión de moléculas de adhesión, 
quimiocinas, citocinas y MMPs, lo que da lugar a un mayor reclutamiento linfoide, un aumento de la 
proliferación de FLS y una mayor activación de la osteoclastogénesis (Feldmann et al., 2001). Otras 
células pertenecientes al SI innato, como los mastocitos o las células NK también se encuentran en el 
tejido sinovial reumatoide (Boissier et al., 2012).  
En relación a la inmunidad adaptativa, los linfocitos B y las células plasmáticas presentan 
funciones clave, sin embargo los linfocitos T son las células principalmente involucradas en la 
patogenia de la AR. Dentro del subconjunto T, aunque existe expresión de linfocitos T CD8, las células 
T CD4 de memoria son los linfocitos que se expresan mayoritariamente. La implicación de los 
linfocitos T CD8 en la AR, no se conoce con exactitud (Carvalheiro et al., 2013), aunque en modelos 
animales se sabe que estas células inducen la síntesis de GZMB y citocinas pro-inflamatorias, las 
cuales mantienen la sinovitis crónica (Raposo et al., 2010). En general los linfocitos T, y de forma 
particular los linfocitos Th, contribuyen al desarrollo de la respuesta inflamatoria fundamentalmente 
mediante la producción de citocinas que activan otras células implicadas en el mantenimiento de la 
inflamación y en la destrucción articular. Inducen la liberación de proteasas en MLS, FLS, condrocitos 
y osteoclastos, dando lugar al proceso de destrucción de la articulación. Por su función colaboradora, 
los linfocitos Th interaccionan también con células B, promoviendo la producción de anticuerpos. 
Además, los linfocitos B pueden actuar como APC hacia los linfocitos T, con lo que contribuyen a la 
síntesis de citocinas y quimiocinas que potencian la actividad de las células T y, por tanto, la 
inflamación (Nakken et al., 2011). Los infiltrados celulares linfoides se organizan en el tejido sinovial o 
bien de forma difusa o en forma de agregados perivasculares, que en algunos casos, a largo plazo 
pueden formar auténticos centros germinales similares a los de los ganglios linfáticos (Weyland y 
Goronzy, 2003).  
Por otro lado, el desarrollo de la AR es también dependiente de la activación de las células 
locales. En esta enfermedad se produce una proliferación característica de las células residentes del 
tejido sinovial (Bartok y Firestein, 2011). Este proceso de proliferación sinovial, junto con la migración 
de células inflamatorias, es necesario para causar el daño crónico. En la AR, la arquitectura sinovial se 
reorganiza y los sinoviocitos sufren cambios fenotípicos. La hiperplasia sinovial tiene lugar debido al 
aumento de MLS y FLS en la membrana sinovial. En relación a los MLS, no se conoce con exactitud el 
origen del incremento celular, aunque se cree que puede ser debido a la migración de nuevas células. 




tanto de forma pseudotumoral, invadiendo y destruyendo los tejidos contiguos. Las causas de esta 
proliferación, que tampoco se conocen con precisión, incluyen la adquisición de resistencia a la 
apoptosis, la expresión de proteínas de estrés y la producción de sinoviolina. La proliferación se 
produce en respuesta al microambiente inflamatorio (presencia de citocinas o ligandos de TLR) y 
conduce a su vez a una amplificación del proceso inflamatorio, ya que estas células perpetúan el 
reclutamiento de células mieloides y linfoides, exacerbando la sinovitis. Así mismo, promueven 
también la destrucción del cartílago y el hueso. Por un lado, los FLS producen quimiocinas y citocinas 
que reclutan más células inflamatorias, principalmente macrófagos y linfocitos, mientras por otro lado 
producen daño articular mediante la secreción de endoproteinasas neutras como las MMPs y las serin 
proteasas, así como el ligando del receptor activador de NFκB (RANKL, del inglés Receptor Activator of 
Nuclear factor-Kappa Ligand), causando daño en el cartílago y el hueso.  
La destrucción del cartílago articular tiene lugar debido, a la inhibición, por una parte, de la 
síntesis de proteoglicano y colágeno, a la vez que se produce un aumento del catabolismo de la matriz 
extracelular. Esto se produce ya que la inflamación en el tejido sinovial adyacente provoca cambios en 
la actividad metabólica de los condrocitos. Las citocinas secretadas en el ambiente inflamatorio de la 
articulación, fundamentalmente IL-1β y TNFα, desregulan la función de los condrocitos, induciendo 
en ellos la producción de MMPs y otros medidores de degradación (Goldring, 2003). Junto con la 
destrucción del cartílago, se produce también la destrucción ósea articular. La pérdida del hueso 
asociada a la AR se atribuye fundamentalmente a la activación anómala de los osteoclastos, los cuales 
se encargan de la resorción de la matriz ósea (Vaananen y Laitala-Leinonen, 2008). La secreción de 
RANKL en la articulación inflamada da lugar a la estimulación de los osteoclastos y, una vez 
activados, éstos secretan varios mediadores pro-inflamatorios, como iNOS, que promueven la 
resorción del hueso y, por tanto, a la destrucción progresiva de la articulación (Goldring, 2002).  
Otro proceso clave que tiene lugar en la respuesta inflamatoria crónica o sinovitis desarrollada 
en la articulación es la angiogénesis (Szekanecz et al., 2009a; Szekanecz et al., 2010a). En el tejido 
sinovial reumatoide este proceso se desarrolla en respuesta a diferentes estímulos que se encuentran 
presentes tales como la inflamación, la hipoxia, etc. La angiogénesis comienza con la producción de 
proteasas por parte de las células endoteliales activadas que degradan la membrana basal  y como 
consecuencia las células endoteliales migran al tejido sinovial donde proliferan y se diferencian 
formando nuevos vasos. Estos vasos de nueva formación mantienen el estado crónico inflamatorio al 
transportar células inflamatorias y abastecer de oxígeno y nutrientes al pannus. 
1.1.2. Mediadores solubles en la artritis reumatoide 
El proceso inflamatorio que tiene lugar en la AR depende tanto de las interacciones celulares 
como de los mediadores solubles producidos por las células de la articulación y las células inmunes. 
Estos mediadores, entre los que se encuentran anticuerpos, citocinas, quimiocinas y factores de 




fundamental en el desencadenamiento y mantenimiento de la respuesta inmune inflamatoria 
característica de la AR.  
Los principales anticuerpos producidos por los linfocitos B en la AR son el Factor Reumatoide 
(FR), compuesto por anticuerpos específicos frente a la región constante de las inmunoglobulinas 
(Jefferis y Mageed, 1989), y los  anticuerpos frente a proteínas citrulinadas (anti-CCP o ACPA, del 
inglés Anti-Citrullinated Peptide Antibody) (Scott et al., 2010, Boissier et al., 2012). 
La patogenia de la AR involucra también a numerosas citocinas, las cuales se activan en serie o 
en paralelo dando lugar a cascadas de acción que actúan de forma pleiotrópica y redundante (véase 
Tabla 9). Su participación en la patogenia de la AR es clave, tanto a nivel de la articulación como a 
nivel sistémico, ya que intervienen en la mayoría de los procesos inflamatorios que se producen 
(Feldman et al., 1996b; Brennan y McInnes, 2008). En la cavidad sinovial de la articulación de la AR 
existe una alta expresión de numerosas citocinas, destacando entre ellas la producción de IL-1β, TNFα, 
IL-6, IL-15 e IL-17 (Azizi et al., 2013). Las citocinas más importantes involucradas en la respuesta 
inmune de la AR son TNFα e IL-1β (Feldmann et al., 2001; Iwakura, 2002; Brennan y McInnes, 2008). 
Como se menciona anteriormente, ambas citocinas son producidas mayoritariamente por MLS en 
respuesta a los estímulos inflamatorios y participan en numerosos procesos desarrollados en la 
articulación. A través de sus diversas funciones dan lugar a la potenciación de la inflamación y de la 
destrucción de la articulación mediante su contribución a la degradación de la matriz extracelular, la 
destrucción del cartílago y la resorción ósea. La IL-6 también se expresa de forma elevada en la 
articulación, donde actúa a diferentes niveles promoviendo la respuesta inmunológica en la 
articulación. Además, está involucrada en la respuesta sistémica de la inflamación, fundamentalmente 
mediante la inducción de la expresión de proteínas de fase aguda (Assier et al., 2010). La IL-15 es otra 
citocina involucrada en la respuesta inflamatoria desarrollada en la AR (McInnes y Leung, 2001; 
Carroll et al., 2008). Por su parte, la IL-17 desempeña una función crucial en la patología de la AR. Esta 
citocina ejerce numerosas funciones, participando tanto en el proceso inflamatorio como en la 
inducción de la destrucción del cartílago y el hueso (véase Bloque V. Apartado 3.1.). También otras 
como IL-18 e IFNγ ejercen múltiples funciones en la AR (Liew et al., 2003; McInnes et al., 2005; Brennan 
y McInnes, 2008; Gabay y McInnes, 2009; Schurgers et al., 2011). Finalmente, citocinas anti-
inflamatorias como IL-10, IL-13, IL-4 y TGFβ, se encuentran también expresadas en la AR (Van Roon 
et al., 2001). Se trata de un mecanismo compensatorio natural cuyo fin es controlar la respuesta 
inflamatoria. Sin embargo, este mecanismo resulta insuficiente dada la alta capacidad reactiva y 







Tabla 9. Citocinas involucradas en el desarrollo de la artritis reumatoide. 
Citocina Funciones biológicas 
TNFα e IL-1β 
Estimulan la producción de mediadores inflamatorios: 
 Prostaglandinas 
 ON 
 Citocinas (ej: IL-6) 
 Moléculas de adhesión (ej: VCAM-1, ICAM-1) 
 Factores de crecimiento (ej: PDGF, FGF) 
Inducen el reclutamiento de células inflamatorias. 
Promueven la proliferación de los FLS. 
Favorecen los procesos de angiogénesis. 
IL-6 
Promueve la activación leucocitaria. 
Induce la producción de anticuerpos. 
Estimula la activación de los FLS y los osteoclastos. 
IL-15 
Induce el crecimiento de los linfocitos T.  
Favorece la activación de los neutrófilos, las células NK y las células endoteliales. 
Promueve la supervivencia de los FLS. 
Conduce a la producción de otras citocinas.  
IL-18 
Induce la producción de mediadores inflamatorios:  
 Citocinas (ej: IFNγ, TNFα y IL-32) 
 Quimiocinas 
 ON 
 Factores de crecimiento (ej: GM-CSF) 
 Otros 
Participa en la inducción de la diferenciación de las células Th1. 
Inhibe la proliferación de los condrocitos. 
Estimula la angiogénesis.  
IFNγ 
Promueve la producción de anticuerpos.  
Estimula la síntesis de citocinas como TNFαe IL-1β.  
Induce la diferenciación de las células Th1. 
Nota: Resumen de las principales acciones de las citocinas mayoritariamente involucradas en el desarrollo de la AR.  
Numerosas quimiocinas se han relacionado con el proceso inflamatorio desencadenado en la 
AR, tales como CXCL1, CXCL7, CXCL8, CXCL10, CXCL12, CXCL13, CXCL16, CCL2, CCL3, CCL5 
CCL19 y CCL21 (Vergunst y Tak, 2005; Szkanecz et al., 2010b; Szkanecz et al., 2011). Generalmente su 
función se ha asociado al reclutamiento al sinovium de células inflamatorias tales como neutrófilos, 
linfocitos T, monocitos y macrófagos, con lo que participan en el proceso de inflamación y destrucción 
tisular. Sin embargo, también desempeñan otras funciones relacionadas con la patología de la AR, 
como la formación de estructuras linfoides terciarias (Manzo et al., 2005; Corsiero et al., 2012) o la 




Otros mediadores solubles implicados en la patogenia de la AR son los factores de crecimiento, 
tales como GM-CSF, G-CSF, M-CSF, PDGF y FGF. Estos factores están involucrados en los procesos de 
proliferación y diferenciación celular que tienen lugar en las articulaciones inflamadas (Rommers et 
al., 1991; Qu et al., 1995; Malemud, 2007; Cornish et al., 2009). Finalmente, como ya se ha descrito, hay 
además una elevada producción de MMPs, las cuales están fundamentalmente implicadas en la 
destrucción de la articulación a través de la degradación del cartílago y el hueso (Yoshihara y Yamada, 
2007).  
1.2. ARTRITIS REUMATOIDE Y LINFOCITOS T COLABORADORES 
Los linfocitos Th son una población celular clave en la patogenia de la AR. A pesar de la 
importante función de otras células inmunes como macrófagos y neutrófilos, las células Th 
desempeñan una función destacada participando tanto el desarrollo de la respuesta inflamatoria como 
en la destrucción articular. No obstante, ha sido complicado conocer con exactitud su función en la AR 
debido fundamentalmente al desconocimiento acerca de los antígenos que causan su activación. A 
pesar de ello, numerosos hallazgos han manifestado la importante implicación de este tipo celular en 
la patogenia de la enfermedad. Tales evidencias son (Cope et al., 2007; Boissier et al, 2012; Komatsu y 
Takayanagi, 2012):  
 Las células T ejercen una función crucial en el desarrollo de la patogenia de la AR en diversos 
modelos animales de artritis, como el modelo CIA.  
 Los factores genéticos asociados a la mayor susceptibilidad o severidad de la enfermedad son 
mayoritariamente genes implicados en la presentación antigénica o en la activación y función de 
los linfocitos T.  
 La AR es una enfermedad autoinmune, por tanto, caracterizada por la producción de auto-
anticuerpos. Las células Th están implicadas en la autoinmunidad dada su función colaboradora 
con los linfocitos B en la producción de inmunoglobulinas.  
 Existe un elevado número de linfocitos T en la membrana sinovial reumatoide.  
 Las citocinas secretadas por linfocitos T muestran una función importante en el desarrollo de la 
enfermedad.   
 El éxito de la terapia con abatacep ha mostrado la importante función de estas células en la 
patogenia de la AR.  
Clásicamente la AR fue considerada como una enfermedad mediada por células productoras de 
IFNγ. Dado que las primeras investigaciones acerca de la implicación de las subpoblaciones Th en la 
patogenia de la AR se realizaron en el marco del paradigma Th1/Th2, se apuntó hacia la clasificación 
de la AR como una enfermedad de tipo Th1 (Miltenburg et al., 1992; Schlaak et al., 1992; Quayle et al., 
1993; Simon et al., 1993; Dolhain et al., 1996). Fundamentalmente, lo que indicó hacia la implicación de 
la subpoblación Th1 en la AR fue la presencia de IFNγ. Esta citocina, entre otras funciones, es capaz de 
activar macrófagos, contribuyendo al proceso inflamatorio al inducir el aumento de la producción de 




IFNγ, los primeros estudios mostraron también una implicación de la IL-12 en la patogenia de la AR 
(Germann et al., 1995; Bucht et al., 1996; McIntyre et al., 1996; Malfait et al., 1998). A pesar de que todos 
estos datos establecieron la hipótesis de que la AR era una enfermedad mediada por linfocitos de tipo 
Th1, los estudios posteriores dieron lugar a resultados contradictorios (Manoury-Schwart et al., 1997; 
Vermeire et al., 1997; Chu et al., 2003; Irmler et al., 2007). Se describió que ratones artríticos deficientes 
para IFNγ o su receptor o aquellos que eran tratados con anticuerpos anti-IFNγ, presentaban una 
mayor susceptibilidad a padecer AR y una mayor severidad en la sintomatología. En tales casos, la 
enfermedad no sólo no se bloqueaba, sino que se aceleraba el curso de la misma. Se observó que en 
tales ratones tanto IFNγ como otras citocinas de tipoTh1 se detectan en la membrana sinovial de la AR 
a niveles muy bajos, mucho menores que otras citocinas como TNFα, IL-1β o IL-6. Sumado a ello, se 
describió la existencia de la IL-23 (Oppmann et al., 2000). En este sentido, se había mostrado que el 
tratamiento de ratones artríticos con anticuerpos anti-IL-12p40 suprimía el desarrollo de la 
enfermedad (McIntyre et al., 1996). Este bloqueo se había atribuido a la obstaculización del efecto de la 
citocina IL-12, pero posteriormente se ha postulado que era debido a un efecto sobre la IL-23, ya que 
los ratones deficientes en la subunidad IL-23p19 eran resistentes a desarrollar CIA (Murphy et al., 
2003; Ratsimandresy et al., 2011). Dado que la IL-23 es una citocina involucrada en el desarrollo de la 
subpoblación linfoide Th17, el descubrimiento de la implicación de tal citocina en la patogenia de la 
AR ha apuntado hacia la importancia de esta subpoblación en el desarrollo de la enfermedad. 
Apoyando tal hipótesis surgieron diversas evidencias. En relación con los experimentos mencionados 
sobre ratones artríticos deficientes para IFNγ o tratados con anticuerpo anti-IFNγ, la exacerbación de 
la respuesta inflamatoria iba asociada a un aumento de los niveles de expresión de IL-17, los cuales 
eran mayores que los de IFNγ (Irmler et al., 2007; Sarkar et al., 2009). Además, estudios realizados en 
ratones deficientes para IL-17, así como en ratones tratados con anticuerpo anti-IL-17, han mostrado 
una disminución o incluso bloqueo de la AR (Nakae et al., 2003; Lubberts et al., 2004; Irmler et al., 2007; 
Kelchtermans et al., 2009a). En la misma dirección, ratones deficientes para IL-21R tampoco 
desarrollan la enfermedad en un modelo murino de artritis espontánea (Jang et al., 2009). Todas estas 
evidencias indican una función importante de las células Th17 en la patogenia de la enfermedad. No 
obstante, en la AR se encuentran células de tipo Th1 y Th17, así como células con fenotipo intermedio. 
Además, se han descrito ambos tipos de modelos animales, tanto dependientes de células Th1 como 
dependientes de células Th17. De tal manera que permanece en debate cuál de las dos poblaciones 
está implicada mayoritariamente en el desarrollo de la enfermedad. Es decir, si la patogenia de la AR 
está mediada por células Th1, células Th17 o ambos tipos celulares, o si ello varía en función de las 
fases de la enfermedad. (Véase Bloque V. Apartado 4.2.).  
Por otro lado, otras células Th, como los linfocitos Treg y Th2 también están implicados en la 
AR. Estas células presentan funciones moduladoras y beneficiosas en la patogenia de dicha 
enfermedad. En cuanto a las células Treg, se ha mostrado que éstas se hallan presentes en los 
pacientes con AR, encontrándose en niveles elevados en el líquido sinovial (Cao et al., 2003; de Kleer et 




sobre el desarrollo de la AR se ha comprobado en diversos estudios realizados en modelos animales 
de AR (Morgan et al., 2003; Frey et al., 2005; Morgan et al., 2005; Ngugen et al., 2007; Kelchtermans et al., 
2009b; Wright et al., 2009). Sin embargo, no todos los modelos animales parecen responder a la 
manipulación de las células Treg (Bardos et al., 2003). Además, se han encontrado también resultados 
controvertidos en relación al número de linfocitos Treg presentes en sangre periférica entre los 
distintos estudios en pacientes con AR (Cao et al., 2003; Cao et al., 2004; van Amelsfort et al., 2004; Liu 
et al., 2005; Möttönen et al., 2005; Lawson et al., 2006; Han et al., 2008). Más unánime es la idea de que 
las células Treg presentan un déficit en su función en los individuos que padecen AR. Se ha mostrado 
que las células Treg circulantes en los pacientes con AR son capaces de suprimir la proliferación de los 
linfocitos T (van Amelsfort et al., 2004; Möttönen et al., 2005), sin embargo no pueden suprimir la 
producción de citocinas pro-inflamatorias como TNFα e IFNγ por parte de por parte de los linfocitos T 
efectores y los monocitos (Ehrenstein et al., 2004; Valencia et al., 2006). Para explicar este déficit 
funcional se ha postulado que las células Treg se ven fuertemente influenciadas por el ambiente 
inflamatorio de la articulación afectada, siendo su función inhibida por la existencia de elevada co-
estimulación así como por las citocinas del ambiente inflamatorio (Pasare y Medzhitov, 2003; Valencia 
et al., 2006; van Amelsfort et al., 2007). Sin embargo, también se ha mostrado que citocinas pro-
inflamatorias producidas por monocitos inducen en células Treg la expresión de otras citocinas tanto 
pro-inflamatorias como anti-inflamatorias a la vez que estimulan la actividad supresora (Walter et al., 
2013). Por otro lado, además del déficit en el número de células Treg, así como el defecto funcional o 
fenotípico de estas células, también se ha postulado como causa de la disfunción de la función 
reguladora en la AR que las células T efectoras de la articulación presentan una menor sensibilidad a 
la supresión de las células Treg que sus homólogas de sangre periférica (Baecher-Allan et al., 2002; van 
Amelsfort et al., 2004; Haufe et al., 2011; Wehrens et al., 2011; Xiao et al., 2011). A pesar de los datos 
contradictorios y la escasez de resultados en algunas áreas, las terapias que incluyen la manipulación, 
inducción o expansión de células Treg en el tratamiento de la AR se encuentran actualmente en 
investigación dado su potencial para reducir la AR (Cooles et al., 2013).  
En relación al subtipo Th2, se ha descrito que la IL-4 presenta una función reguladora en la 
patogenia de la artritis en CIA (Myers et al., 2002). Esta citocina, es capaz in vitro de inhibir la 
proliferación de los FLS procedentes de pacientes con AR (Dechanet et al., 1993). Así mismo se ha 
mostrado que existe una asociación entre variantes genéticas de la IL-4 o su receptor y la severidad o 
riesgo a padecer AR (Pawlik et al., 2005; Moreno et al., 2007; Hussein et al., 2013; Krabben et al., 2013). 
En la misma línea, se ha observado que ratones transgénicos para GATA3, que presentan un aumento 
en la expresión de citocinas de tipo Th2, especialmente IL-4, muestran una reducción en la inflamación 
y la erosión ósea (van Hamburg et al., 2009). Por otro lado, algunos trabajos han indicado que 
pacientes con AR que presentan una situación que cursa con una respuesta de tipo Th2, como el 
embarazo, muestran una mejoría en la inflamación de las articulaciones (Straub et al., 2005).  
Finalmente, otro subtipo de linfocitos Th de reciente descubrimiento también se ha visto 




celular contribuye a la patogénesis de la AR ya que se han observado elevados niveles de células Th22 
e IL-22, los cuales se correlacionan con parámetros clínicos que indican severidad de la enfermedad en 
los pacientes con AR (Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2012a; Zhao et al., 2013). En relación a los 
mecanismos celulares causantes de daño articular, se ha mostrado que esta citocina induce un 
incremento en la proliferación y la expresión de MMPs y alarminas en los FLS (Carrión et al., 2013). 
En suma, existen muchas evidencias que muestran la importante implicación de los diferentes 
subconjuntos de células Th en la patogenia de la AR. No obstante, los recientes descubrimientos de 
nuevos subtipos Th están generando la necesidad de nuevos análisis para el estudio del proceso 
patológico, así como el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas.  
1.3. TRATAMIENTO DE LA ARTRITIS REUMATOIDE 
El tratamiento de la AR tiene por finalidad aliviar el dolor, disminuir la inflamación, proteger 
las estructuras articulares, mantener o restablecer la funcionalidad de las articulaciones y controlar la 
afectación sistémica y extra-articular de la enfermedad. Se trata por tanto de un tratamiento 
multidisciplinar que abarca fisioterapia, farmacología y cirugía. En relación al tratamiento 
farmacológico, se han llevado a cabo, con mayor o menor eficacia, distintos abordajes clínicos que 
incluyen diversos fármacos.  
El tratamiento sintomatológico puede consistir básicamente en la administración de analgésicos 
o, mayoritariamente, anti-inflamatorios no esteroideos con objeto de reducir el dolor. Sin embargo, 
otro tipo de fármacos, mucho más empleados para la AR, son los denominados fármacos 
antirreumáticos modificadores de la enfermedad (DMARDs, del inglés Disease-Modifiying 
AntiRheumatic Drugs) (Donahue et al., 2008; Tanaka y Yamanaka, 2013). Se trata de fármacos 
inmunosupresores inespecíficos que frenan o retrasan la destrucción articular y que generalmente se 
emplean de forma combinada. Dentro de este grupo se encuentran diversos fármacos, como el 
metotrexato, que es el más empleado, la sulfasalazina, la leflunomida o la hidroxicloroquina, entre 
otros.  
Los agentes biológicos son otro tipo de medicamentos empleados en la AR. Generalmente las 
terapias con agentes biológicos están basadas en el uso de citocinas o anticuerpos frente a 
determinadas citocinas, con el objetivo común de inhibir la acción de citocinas pro-inflamatorias 
(Breedveld, 1999). La primera diana de estas terapias fue la citocina TNFα, la cual ha sido objeto del 
desarrollo de múltiples fármacos (Alonso-Ruiz et al., 2008). Para su inhibición se han empleado 
receptores solubles recombinantes como etanercept  (Lethaby et al., 2013) o anticuerpos anti-TNFα 
como infliximab (Smolen y Emery, 2011). Seguido del desarrollo de terapias anti-TNFα, se diseñaron 
también terapias frente a la citocina IL-1β (Bresnihan et al., 1998) e IL-6 (Patel y Moreland, 2010). Sin 
embargo, también se han empleado inhibidores de otras citocinas como por ejemplo IL-17 (Genovese 
et al., 2010). Por otro lado, el empleo de citocinas inmunosupresoras tal como IL-10 también ha 




especialmente sus receptores, también han sido objeto terapéutico en la AR (Reynolds et al., 2014). 
Otro tipo de agentes biológicos tiene como diana terapéutica a moléculas de superficie expresadas en 
diferentes células involucradas en la patogenia de la enfermedad. Así, rituximab, un anticuerpo anti-
CD20 (molécula expresada en los linfocitos B) y abatacep, una molécula de fusión CTLA4-Ig que 
bloquea la co-estimulación del linfocito T, han sido empleados como fármacos en la AR (Scher, 2012; 
Caporali et al., 2014). En los últimos años, se han diseñado también tratamientos con agentes 
biológicos  cuya diana son moléculas de señalización intracelular de conocida implicación en el 
desarrollo de la AR, tales como proteína cinasas como JAK o SYK (Weinblatt et al., 2008; Kremer et al., 
2009; Yazici y Regens, 2011).  
En resumen, el área de la inmunoterapia para el tratamiento de la AR ha crecido enormemente 
en los últimos años, abarcando desde el tratamiento frente a citocinas, células y moléculas de 
señalización celular, hasta incluso terapia celular con células mesenquimales estromales, DC 
tolerogénicas o células Treg (Reynolds et al., 2014). Sin embargo, a pesar de que todas estas terapias 
constituyen una promesa para el tratamiento de la AR, no poseen una eficacia completa, presentan 
graves efectos secundarios y elevada toxicidad, y dan lugar a un alto riesgo de adquisición 
infecciones. Es por ello que en la actualidad se sigue investigando fervientemente acerca de nuevas 
dianas terapéuticas que consigan eficacia clínica evitando tales inconvenientes.   
2. DIABETES AUTOINMUNE 
La diabetes mellitus insulino-dependiente o T1D es una enfermedad autoinmune crónica de 
tipo metabólica, producida por el déficit de insulina, lo que origina alteraciones en el metabolismo de 
la glucosa.  
Esta enfermedad muestra una prevalencia muy elevada. Afecta a millones de personas en todo 
el mundo y en general, al menos en la mayoría de países europeos, la tasa de incidencia se encuentra 
en aumento (Patterson et al., 2009). Normalmente comienza antes de los 30 años, por lo que también se 
denomina diabetes juvenil, aunque puede ocurrir a cualquier edad.   
La etiología de esta enfermedad no se conoce con exactitud. Se trata de una enfermedad 
multifactorial que parece deberse a una combinación de la predisposición genética y la presencia de 









Figura 27. Factores genéticos y ambientales asociados a la diabetes autoinmune. 
 
Nota: Resumen de los principales genes y factores ambientales relacionados con la ingesta o las infecciones víricas asociados con 
el aumento de riesgo a padecer diabetes autoinmune.  
 
Se han descrito diversos factores genéticos relacionados con el riesgo de padecer T1D, entre los 
cuales destaca fundamentalmente su asociación con los genes de la familia del antígeno leucocitario 
humano (HLA, del inglés Human Leukocyte Antigen) (Mehers y Gillespie 2008; Concannon et al., 2009; 
Pociot et al., 2010; van Belle et al., 2011). Distintos loci dentro de este familia se asocian con un mayor 
riesgo de padecer la enfermedad, siendo la región más asociada HLA de clase II (Noble y Valdes, 
2011). Varios genes HLA de clase II se han encontrado asociados al riesgo de padecer la enfermedad, 
entre los que destacan las formas DR y DQ, fundamentalmente los alelos DR3/DR4-DQ2/DQ8 (Noble 
y Valdes, 2011). Sumado a ello, también se ha mostrado asociación con alelos de clase I, de tipo HLA-
A y HLA-B, como por ejemplo HLA-B*39 (Nejentsev et al., 2007; Howson et al., 2009). Por otro lado, se 
han identificado otros genes asociados a la susceptibilidad a padecer esta enfermedad tales como los 
genes que codifican para insulina, CTLA-4, proteína tirosina fosfatasa no receptora tipo 22 (PTPN22, 
del inglés Protein Tyrosine Phosphatase Non-receptor type 22) e IL-2R2, entre otros (Kristiansen et al., 
2000; Vaidya y Pearce, 2004; Bottini et al., 2006; Mehers y Gillespie 2008; Concannon et al., 2009; Pociot 
et al., 2010; van Belle et al., 2011; Cerosaletti y Buckner, 2012).  
Los factores ambientales también constituyen un factor de riesgo de padecer diabetes en 
individuos genéticamente susceptibles. Por un lado, se han descrito factores relacionados con la 




deficiencia de vitamina D (Knip y Simell, 2012; Nielsen et al., 2014). Por otra parte, se ha mostrado la 
asociación de diversos patógenos con el riesgo de padecer T1D. Referente a las infecciones víricas, 
mayoritariamente la susceptibilidad frente a T1D se ha asociado a las infecciones causadas por 
enterovirus, más específicamente por coxsackievirus (Richer y Horwitz, 2009; van Belle et al., 2011; 
Knip y Simell, 2012; Nielsen et al., 2014). No obstante, otros virus están relacionados con la aparición 
de T1D, tales como rotavirus o virus de la rubeola, entre otros (van Belle et al., 2011; Knip y Simell, 
2012). Además de patógenos víricos, diversas bacterias se han relacionado con la susceptibilidad 
frente a la T1D, mostrándose una relación entre la composición de la microbiota intestinal y el riesgo a 
padecer la enfermedad (van Belle et al., 2011; Knip y Simell, 2012; Nielsen et al., 2014).   
Las manifestaciones clínicas de la diabetes autoinmune son diversas. Los pacientes presentan 
un déficit de insulina resultado de las destrucción de las células β pancreáticas de los islotes de 
Langerhans. Debido a este déficit se pierde el control de los niveles de glucosa en sangre dando lugar 
a una hiperglucemia. El fallo metabólico conlleva el desarrollo de un gran número de complicaciones 
secundarias que incluyen cetoacidosis, fracaso renal, enfermedad cardíaca, accidente cerebro-vascular 
y ceguera. Debido a la afectación de todos estos órganos, los pacientes presentan, entre otros síntomas, 
excesiva sed y hambre, aumento de la producción de orina y pérdida de peso.  
2.1. MANIFESTACIONES INMUNOLÓGICAS EN LA DIABETES AUTOINMUNE 
La T1D se caracteriza por una respuesta inmune adaptativa específica frente a las células β 
pancreáticas (véase Figura 28). La respuesta inmune, que implica la activación de células T auto-
reactivas y el desarrollo de una respuesta humoral mediada por auto-anticuerpos, da lugar a la 
infiltración linfocitaria o inflamación en los islotes pancreáticos, es decir, la insulitis. (Pirot et al., 2008; 













Figura 28. Manifestaciones inmunológicas en la diabetes autoinmune. 
 
Nota: Resumen de los principales factores y tipos celulares involucrados en el desarrollo de la respuesta inflamatoria 
desencadena en los islotes de Langerhans en la T1D.  
2.1.1. Desarrollo de la respuesta inflamatoria en la diabetes autoinmune 
Esta enfermedad cursa con dos fases, una primera fase precursora que precede al comienzo de 
los síntomas clínicos y una segunda fase que da lugar a la diabetes manifiesta. Durante la primera fase 
se produce la interacción inicial entre los factores genéticos y ambientales, desencadenándose una 
respuesta inmune auto-reactiva dirigida contra las células de los islotes. La aparición de los auto-
anticuerpos es el primer signo previo al comienzo de la sintomatología. Una vez iniciada la respuesta 
auto-inmune, se produce un “diálogo” entre las diferentes células inmunes así como entre ellas y las 
células β pancreáticas durante el curso de la insulitis. De una parte las células inmunes innatas y 
adaptativas producen citocinas que promueven la respuesta de las células de los islotes y éstas a su 
vez producen citocinas y quimiocinas que potencian aún más el reclutamiento y la activación linfoide. 
Este “círculo vicioso” conduce a una insulitis severa que da lugar a la destrucción de las células β 
pancreáticas, lo cual va seguido de una pérdida creciente en la producción de insulina. La progresión 
de la diabetes resulta en una gran destrucción de las células de los islotes desencadenada por el 
desarrollo de una respuesta T pro-inflamatoria masiva que conduce finalmente a la sintomatología. 
Las manifestaciones clínicas aparecen tras la destrucción de gran parte de las células β pancreáticas, 




al., 2008; Eizirik et al., 2009; van Belle et al., 2011; Askenasy y Askenasy, 2013; Wållberg y Cooke, 2013; 
Szablewski, 2014).  
Las células β pancreáticas participan en el proceso de destrucción de los islotes. Estas células 
son una importante fuente de producción de varias citocinas y quimiocinas durante el desarrollo de la 
insulitis. Expuestas a IFNγ e IL-1β, las células β pancreáticas incrementan la expresión de citocinas 
inflamatorias tales como IL-15 e IL-6 (Cardozo et al., 2001) y diversas quimiocinas, fundamentalmente 
CCL2, CCL20, CXCL10 y CX3CL1 (Cardozo et al., 2001; Chen et al., 2001; Cardozo et al., 2005). 
Además, la exposición de las células β pancreáticas al ambiente inflamatorio desencadena la expresión 
de iNOS, lo que conduce a una producción masiva de ON que a su vez promueve la producción de 
proteínas de estrés (Cardozo et al., 2005). La generación de estas proteínas contribuye a la destrucción 
de las células de los islotes (Eizirik et al., 2008). La secreción de estos mediadores inflamatorios 
contribuye al reclutamiento y a la activación de las células mononucleares en el interior de los islotes, 
promoviendo por tanto el desarrollo de la insulitis. A su vez, estas células reclutadas a los islotes 
conducen a la destrucción de los mismos. Este proceso de muerte de las células β de los islotes 
promueve aún más el desarrollo de la respuesta inmune pancreática. Los productos liberados tras la 
muerte de estas células pueden ser percibidos como señales de daño por el SI y los antígenos 
liberados, especialmente en presencia de los mediadores inflamatorios, que pueden ser presentados 
por las APCs en los nódulos linfáticos pancreáticos y desencadenar la respuesta linfoide autoinmune 
(Blachère et al., 2005). 
La muerte de estas células tiene lugar fundamentalmente mediante procesos de apoptosis. 
Varios mecanismos están involucrados en la promoción de la apoptosis y por tanto en la destrucción 
de las células β pancreáticas (Eizirik y Mandrup-Poulsen, 2001; Cnop et al., 2005): 
 La expresión de Fas-FasL en la superficie de las células β y las células T respectivamente, da lugar a 
la apoptosis de las células de los islotes.  
 La liberación de perforina y GZMB por linfocitos T citotóxicos activados conduce a la apoptosis de 
las células β pancreáticas.  
 La secreción de citocinas como la IL-1β, TNFα e IFNγ por parte de células Th u otras células 
inmunes infiltradas en los islotes también conlleva la apoptosis de estas células.  
 La producción de radicales libres por los macrófagos, las DCs y las propias células β pancreáticas 
también promueve la apoptosis de las células de los islotes.  
Las principales células efectoras de esta destrucción de las células β pancreáticas son los 
linfocitos Th, los CTLs y los macrófagos. De tal modo que, la respuesta inmune que da lugar al 
proceso patológico involucra a las células pertenecientes al SI innato y adaptativo. Por un lado, las 
células de la inmunidad innata producen citocinas que promueven la apoptosis de las células β 
pancreáticas e incrementan la infiltración de células del SI adaptativo. Por otro lado, los linfocitos 




participación de células de ambas respuestas inmunes es evidente en el análisis de los infiltrados 
celulares pancreáticos. Éstos presentan células pertenecientes a ambas respuestas, principalmente 
macrófagos, células T CD4 y CD8 y linfocitos B (Thayer et al., 2010; Driver et al., 2012).   
Los macrófagos están involucrados en la respuesta inflamatoria que inicia la insulitis y la 
muerte de las células β pancreáticas. Se ha descrito que su eliminación o la prevención de la invasión 
de los islotes por los macrófagos conlleva la prevención de la diabetes (Oschilewski et al., 1985; 
Hutchings et al., 1990). Estas células pueden ejercer su función de forma indirecta activando células Th 
y T citotóxicas a través de la presentación antigénica, mediante señales de co-estimulación o gracias a 
la secreción de citocinas, o como células efectoras. En relación a su función indirecta, se ha descrito 
que los macrófagos, mediante la secreción de IL-12, promueven el desarrollo de los CTLs, así como 
para la generación de células Th auto-reactivas que secretan IFNγ e IL-2 (Jun et al., 1999a). En modelos 
experimentales se ha descrito que su función en la inducción de los linfocitos T citotóxicos es clave ya 
que la eliminación de los macrófagos conduce a un menor potencial citotóxico (menor expresión de 
FasL y perforina), el cual se recupera cuando se reincorporan los macrófagos (Jun et al., 1999a; Jun et 
al., 1999b). En la misma línea, la eliminación de los macrófagos conlleva a la reducción de la respuesta 
Th1 y el aumento de la respuesta de tipo Th2 (Jun et al., 1999a). Por otra parte, la secreción de 
mediadores inflamatorios constituye una función efectora directa de este tipo celular. Se ha descrito 
que los macrófagos secretan diferentes moléculas pro-inflamatorias, entre los cuales se encuentran 
citocinas, como IL-1β o TNFα, y radicales libres (Amush et al., 1998; Dahlén et al., 1998; Stoffels et al., 
2004; Uno et al., 2007). Todo ello contribuye al desarrollo patológico de la T1D.  
Otras células del SI innato también se han relacionado con el desarrollo patológico de esta 
enfermedad, tales como las DCs. Se ha descrito que estas células se encuentran localizadas alrededor 
de los islotes pancreáticos en pacientes con T1D, por lo que se ha sugerido que la destrucción de las 
células β pancreáticas puede ser facilitada, directa o indirectamente, por las DCs que han migrado al 
interior del órgano (Summers et al., 2003b). Sin embargo, otras investigaciones han mostrado que el 
número de DCs circulantes se encuentra reducido (Vuckovic et al., 2007). Uno de sus mecanismos de 
acción puede ser la presentación antigénica. Estas células pueden capturar auto-antígenos liberados 
tras la muerte de las células β y presentarlos a las células T auto-reactivas, Th o CTL, en los nódulos 
linfáticos pancreáticos donde se inicia la respuesta diabetogénica (Calderon y Unanue, 2012). Además, 
las DCs producen citocinas tales como TNFα, lo que promueve la respuesta inflamatoria desarrollada 
en el páncreas (Dahlén et al., 1998; Uno et al., 2007).  
Por otra parte, algunas evidencias sugieren un posible papel de las células NK en el desarrollo 
de la respuesta inflamatoria de la diabetes (Dotta et al., 2008). La función de estas células en la T1D se 
ha estudiado extensamente, sin embargo los resultados no son unánimes. No obstante varios trabajos 
han mostrado que: estas células se encuentran en los infiltrados pancreáticos; su fenotipo está 




entre otros mecanismos (Flodström et al., 2002; Poirot et al., 2004; Rodacki et al., 2007; Dotta et al., 2007; 
Alba et al., 2008; Brauner et al., 2010). 
Sumado a la acción de las células de la inmunidad innata, tanto linfocitos T como los linfocitos 
B, activados frente a antígenos propios, desempeñan una función crucial en el desarrollo de esta 
enfermedad. Por una parte, los linfocitos B contribuyen activamente al desarrollo de la patogenia de 
la enfermedad (Wong y Wen, 2005; Mariño y Grey, 2008; Mallone y Brezar, 2011; van Belle et al., 2011). 
Su implicación en la diabetes es tal que incluso en modelos animales se ha descrito que su presencia es 
necesaria para el desarrollo de la enfermedad (Serreze et al., 1996; Akashi et al., 1997; Noorchashm et 
al., 1997). Estas células se encargan de la producción de anticuerpos frente a los antígenos liberados 
por las células β pancreáticas. La presencia temprana de auto-anticuerpos indica una función de las 
células plasmáticas en el inicio de los eventos inmunológicos. Sin embargo, la función concreta de 
estos auto-anticuerpos no está muy definida. Por otro lado, la función crítica de las células B en el 
desarrollo patológico durante la fase posterior de la respuesta inmune se ha asociado a su capacidad 
de presentar antígenos diabetogénicos tanto a las células T colaboradoras como los CTL (Silveira y 
Grey, 2006; Mariño y Grey, 2008; Marleau et al., 2008). Las células B captan auto-antígenos y se los 
presentan a las células Th, las cuales a su vez activan a las células T CD8, que también pueden ser 
activadas directamente a través de la presentación antigénica mediada por los linfocitos B. De manera 
que, las células B participan fuertemente promoviendo el desarrollo de la respuesta inmune patológica 
que da lugar a la enfermedad. 
Por otra parte, los linfocitos T desempeñan una función clave en el proceso destructivo 
autoinmune que tiene lugar en la T1D (Pirot et al., 2008; Eizirik et al., 2009; Lehuen et al., 2010; van 
Belle et al., 2011; Wållberg y Cooke, 2013; Szablewski, 2014). Ambos tipos de células T, CD4 y CD8, 
participan en la respuesta inmune desencadenada en la T1D, actuando al unísono en la activación de 
la apoptosis de las células β pancreáticas. En modelos animales se ha descrito que la función de estas 
células es primordial para el desarrollo patológico de la enfermedad, siendo necesaria la presencia de 
ambos tipos celulares para que tenga lugar la patología (Christianson et al., 1993; Phillips et al., 2009). 
En relación a los linfocitos T CD4, éstos desempeñan diversas funciones que promueven la respuesta 
inflamatoria de la T1D (véase Bloque V. Aparatado 1.3). Por su parte, los linfocitos T CD8 presentan 
también una función clave en la destrucción células β pancreáticas, las cuales pueden ser destruidas 
directamente por estos linfocitos a través de procesos citotóxicos (Eizirik y Mandrup-Poulsen, 2001; 
Pirot et al., 2008; Eizirik et al., 2009; van Belle et al., 2011; Szablewski, 2014). Estos linfocitos acuden a 
los islotes pancreáticos gracias a la secreción de citocinas secretadas que promueven su migración y 
allí se activan mediante la señalización mediada por la molécula MHC I, expresada en las células β 
pancreáticas (Serreze et al., 1997; DiLorenzo et al., 1998). Una vez activados en el páncreas conducen a 
las destrucción de las células β pancreáticas a través de la liberación de gránulos de perforina y GZMB 





2.1.2. Mediadores solubles en la diabetes autoinmune 
Los mecanismos de destrucción de las células β pancreáticas que tienen lugar en la T1D 
dependen tanto de las interacciones celulares como de los mediadores solubles producidos por las 
células inmunes, así como por las propias células de los islotes. Estos mediadores, entre los que se 
encuentran anticuerpos, quimiocinas, citocinas y moléculas citoctóxicas, desempeñan una función 
fundamental en el desencadenamiento, amplificación y mantenimiento de la respuesta inmune auto-
reactiva propia de la T1D.  
Los auto-anticuerpos dirigidos hacia las células de los islotes que reaccionan frente a antígenos 
localizados en el citoplasma de todas las células endocrinas de los islotes pancreáticos fueron los 
primeros en ser descritos (Bottazzo et al., 1974). Los estudios posteriores han identificado numerosos 
auto-anticuerpos frente a distintas moléculas presentes en las células β pancreáticas, entre los que 
destacan los anticuerpos dirigidos contra la insulina, la enzima ácido glutámico descarboxilasa 65 
(GAD65, del inglés Glutamic Acid Decarboxylase 65), el antígeno 2 asociado a insulinoma (IA-2, del 
inglés Islet Antigen-2) y el transportador de zinc 8 (ZnT8, del inglés Zinc Transporter 8) (van Belle et al., 
2011; Szablewski et al., 2014). Dado que la presencia de auto-anticuerpos precede a la clínica 
característica de la diabetes, ésta puede usarse como marcador predictivo de la enfermedad (Pihoker 
et al., 2005; Zang y Eisenbarth 2011;Wenzlau y Hutton, 2013). En relación a la función patogénica, no 
se conoce completamente y además los auto-anticuerpos por sí solos no parecen ser suficientes para 
inducir la destrucción de las células β. Se ha descrito que los auto-anticuerpos modulan el 
procesamiento y la presentación antigénicos, siendo la respuesta de los linfocitos T mayor en su 
presencia (Pihoker et al., 2005). No obstante, a pesar de que no se conoce su función exacta, ha sido 
muy bien definida su papel como biomarcadores de la enfermedad, lo cual tiene importantes 
implicaciones en el tratamiento de los pacientes con T1D.   
Las quimiocinas son mediadores inflamatorios importantes implicados en el desarrollo de la 
respuesta inflamatoria que tiene lugar en los islotes pancreáticos (Christen, 2007; Rotondi et al., 2007; 
Pirot et al., 2008; Eizirik et al., 2009; van Belle et al., 2011; Szablewski, 2014). Su expresión, así como la 
de sus receptores se encuentra alterada en la T1D (Eizirik et al., 2009). El reclutamiento de las células 
inmunes al páncreas involucra la producción de varias quimiocinas por parte de las DCs, los 
macrófagos, los linfocitos Th, las células endoteliales y las propias células β pancreáticas. Entre las 
citocinas producidas se encuentran CCL1, CCL2, CCL3, CCL5, CCL7, CCL12, CXCL1, CXCL10, 
CX3CL1 y XCL1. De modo que, las quimiocinas, al promover el reclutamiento a los islotes de las 
células inmunes, tales como los macrófagos y otros tipos celulares, contribuyen activamente al 
desarrollo de la insulitis en la T1D, fundamentalmente en los estadios tempranos de la enfermedad. 
Por su parte, las citocinas también se encuentran fuertemente implicadas en los procesos de 
inflamación y destrucción que tiene lugar en la T1D (Eizirik y Mandrup-Poulsen, 2001; Cnop et al., 




principalmente la función clave de tres citocinas: IFNγ, TNFα e IL-1β. Las tres citocinas actúan en 
cooperación promoviendo la muerte de las células β pancreáticas a través de varios mecanismos 
(Eizirik y Mandrup-Poulsen, 2001; Cnop et al., 2005; Pirot et al., 2008). Por un lado, estas citocinas 
inducen la actividad de la enzima iNOS y, por tanto, promueven una producción masiva de ON. Este 
hecho conduce a la muerte de las células de los islotes, las cuales son especialmente sensibles a la 
acción de los radicales libres. Por otro lado, IL-1β, TNFα e IFNγ también promueven la apoptosis de 
las células β pancreáticas mediante la expresión de Fas y FasL. De manera que, estos mediadores 
inflamatorios promueven activamente la destrucción de los islotes pancreáticos que tiene lugar en la 
T1D. Además de la importante participación de estas citocinas, existen otras interleucinas, como la IL-
17 que promueven también el desarrollo de la enfermedad.  
Finalmente, la producción de moléculas citotóxicas se encuentra fuertemente ligada a la 
destrucción de las células β pancreáticas (Thomas et al., 2010). Los gránulos de perforina y GZMB 
median directamente la apoptosis de las células de los islotes (Kägi et al., 1996; Kreuwel et al., 1999; 
Kägi et al., 1997; Han et al., 2004; Sutton et al., 2006b). Por tanto, estos mediadores se encuentran 
involucrados en los estadios tardíos de la enfermedad, considerándose como efectores finales de la 
destrucción de los islotes pancreáticos.  
2.2. MODELO DE DIABETES EXPERIMENTAL NOD 
Existen varios modelos experimentales de T1D. Algunos de ellos desarrollan la diabetes 
autoinmune de forma inducida, a través de la exposición a toxinas o mediante infección vírica. Sin 
embargo, otros modelos son capaces de desarrollar T1D de forma espontánea, tales como el modelo de 
ratas denominado BB (del inglés BioBreedeing) y el modelo de ratones diabéticos no obesos (NOD, del 
inglés Non Obese Diabetic). 
El modelo NOD fue desarrollado en 1980 a partir de una cepa de ratones propensos a sufrir 
cataratas (Makino et al., 1980). Su descubrimiento fortuito dio lugar a la generación del modelo animal 
más empleado para el estudio de la T1D. A pesar de las diferencias entre especies, este modelo 
presenta gran similitud con la patología humana por lo que su uso para el estudio de la T1D se ha 
generalizado (véase Tabla 10). Estos ratones presentan numerosas alteraciones genéticas que causan el 
desarrollo espontáneo de la autoinmunidad. Debido a las múltiples variaciones genéticas, además de 
desarrollar diabetes, muestran alteraciones en diversos tejidos, incluyendo varias glándulas (como las 
salivales, las lacrimales, la tiroides, la paratiroides y la adrenal), el intestino delgado, los testículos y 
los eritrocitos, lo que da lugar al desarrollo de otras respuestas autoinmunes espontáneas tales como 
sialitis o sialadenitis, tiroiditis, colitis, poli-neuropatía periférica autoinmune, lupus eritematoso 






Tabla 10. Características de la diabetes autoinmune en humanos y en ratones NOD.  
Características  T1D Humanos  
 
Ratones NOD  
 
EDAD DE COMIENZO 
 Mayoritariamente diagnosticada en 
niños y  adultos jóvenes. 
12-30 semanas de edad. 
ETIOLOGÍA 
 Asociación con MHC 
Asociación a múltiples genes, 
especialmente los alelos MCH II 
DR/DQ y MHC I A/B. 
Asociación a múltiples genes, 
especialmente los alelos MHC 
II I-Ag7 y MHC I Kd/Db. 
Asociación con genes no 
MHC > 50 genes > 40 genes 
PATOGENIA 
 Insulitis  Mayoritariamente células T CD4, T 
CD8, B y macrófagos. 
Mayoritariamente células T 
CD4, T CD8, B, DCs y 
macrófagos. 
 Implicación de las células T 
en la insulitis Moderada. Severa. 
 Infiltrados linfoides en otros 
tejidos 
Presentes en una minoría de los 
pacientes. 
Presentes en todos los ratones. 
 
Nota: Resumen de las principales similitudes y diferencias en el desarrollo de la diabetes autoinmune en humanos y en ratones 
NOD (Roep et al., 2004; Thayer et al., 2010; Driver et al., 2012).   
2.2.1. Etiología de la diabetes autoinmune en los ratones NOD 
Paralelo a la T1D humana, se ha descrito que el desarrollo de la diabetes en el modelo NOD 
tiene un fuerte componente genético. Estos ratones presentan múltiples loci que controlan la 
susceptibilidad genética de la diabetes, los cuales se han denominado Idd (del inglés Isulin–Dependent 
Diabetes). La susceptibilidad de la enfermedad en estos ratones está fuertemente influenciada por una 
compleja red de modificaciones genéticas, ya que se han descrito múltiples regiones Idd y además la 
mayoría de ellas contiene varios genes. (Aoki et al., 2005; Driver et al., 2011; Driver et al., 2012).  
El loci Idd1, que codifica para la región MHC II, muestra la mayor asociación genética descrita. 
Concretamente, la susceptibilidad genética viene marcada por el haplotipo I-Ag7, para el cual los 
ratones NOD son homocigotos. I-Ag7 tiene la capacidad de presentar antígenos propios y péptidos 
promiscuos (Stratmann et al., 2000; Aoki et al., 2005; Driver et al., 2011). El complejo resultante de la 
unión de I-Ag7 al péptido es inestable y se caracteriza por una escasa capacidad para estimular a los 
linfocitos T (Carrasco-Marin et al., 1996; Hausaman et al., 1999), lo que se ha relacionado con la 
generación del diverso repertorio de células T auto-reactivas (Kanagawa et al., 1998; Ridgway et al., 
1998). 
También se ha mostrado que la región MHC I también contribuye a la susceptibilidad a padecer 
diabetes en el modelo NOD (Serreze et al., 1997). Además muchos otros genes están asociados con tal 




denominada Idd3, dentro de la cual se encuentran los genes IL-2 e IL-21 (Prochazka et al., 1987; 
McGuire et al., 2009). Otra región con una fuerte asociación a la T1D es Idd5.1, en la que se encuentra 
el gen Ctla-4 (Hill et al., 2000; Ueda et al., 2003; Vijayakrishnan et al., 2004; Araki et al., 2009). Estos y 
otros genes contribuyen en mayor o menor medida en el desarrollo de la respuesta inflamatoria que 
conduce a la diabetes.  
2.2.2. Desarrollo de la diabetes autoinmune en los ratones NOD 
Similar a la T1D en humanos, los ratones NOD presentan síntomas tales como hiperglucemia, 
glucosuria, poliuria, polidipsia e hipercolesterolemia. Estos ratones inicialmente desarrollan una 
infiltración leucocitaria alrededor de los islotes pancreáticos (peri-insulitis) hacia la semana 3-5 de 
edad. Durante las siguientes semanas, los infiltrados progresan e invaden los islotes pancreáticos 
(insulitis), mostrándose una insulitis severa en la semana 10 en la mayoría de los ratones. La diabetes 
manifiesta ocurre entre las 12 y 14 semanas de edad en las hembras y un poco después en los machos. 
En este momento la mayoría de las células β pancreáticas se han destruido y la homeostasis de la 
glucosa se ve afectada en todo el organismo, lo que se traduce en toda la serie de manifestaciones 
sintomáticas que en su conjunto caracterizan a la diabetes. (Anderson y Bluestone, 2005; Driver et al., 
2011). 
Los infiltrados celulares que se desarrollan en los islotes pancreáticos contienen 
mayoritariamente células Th, pero también linfocitos T citotóxicos, linfocitos B, DCs y macrófagos, 
entre otros tipos celulares. De modo que el desarrollo patológico de la enfermedad en estos ratones 
involucra tanto a las células del SI innato como del adaptativo. En relación a las células de la 
inmunidad innata, destaca su función como APCs, la cual se encuentra alterada. Debido a las 
alteraciones genéticas que presentan estos ratones, los mecanismos de tolerancia central y periférica 
mediados por la presentación antigénica son defectuosos (Rosmalen et al., 2002; Anderson y Bluestone, 
2005; Aoki et al., 2005; Driver et al., 2011). El deterioro de los mecanismos de inducción de tolerancia se 
produce dado que los ratones NOD presentan alteraciones tanto en el desarrollo como en la función 
en las APC, por lo que estas células no causan la estimulación fuerte necesaria para inducir la 
eliminación de las células T auto-reactivas (Serreze et al., 1993a). Junto con las alteraciones en la 
presentación antigénica, existe un déficit en la co-estimulación de forma generalizada en estos ratones, 
observándose una expresión alterada de diferentes moléculas co-estimuladoras, tales como CD86, 
CTLA-4, la proteína inducible co-estimuladora de células T (ICOS, del inglés Inducible T cell 
COStimulator) y la proteína de muerte celular programada 1 (PD-1, del inglés Programmed cell Death 1) 
(Anderson y Bluestone, 2005; Aoki et al., 2005). Puesto que esta expresión es defectuosa, las células T 
auto-reactivas no reciben la suficiente señal co-estimuladora dando lugar a un defecto en los procesos 
de selección tímica y, por tanto, promoviendo la autoinmunidad. 
Los macrófagos de estos ratones se caracterizan por presentar defectos en ambos aspectos, 




1993b). Ya que su función presentadora es defectuosa, los mecanismos de regulación que implican la 
función macrofágica se encuentran alterados (Serreze et al., 1993a). Además de su defecto en la 
presentación antigénica, se han descrito diversas funciones de los macrófagos involucradas en el 
desarrollo de la diabetes, entre ellas la generación y la activación de los CTLs y la modulación de la 
respuesta de los linfocitos Th (Jun et al., 1999a; Jun et al., 1999b). También, se ha mostrado que los 
macrófagos de los ratones NOD son ineficaces en la fagocitosis de las células apoptóticas (O´Brien et 
al., 2002; O´Brien et al., 2006). Además, producen altas cantidades de mediadores inflamatorios, como 
IL-1β, TNFα, GM-CSF y PGE2 (Stoffels et al., 2004; Litherland et al., 2005). Todo ello participa en la 
generación de un microambiente inflamatorio crónico que contribuye al desarrollo de la diabetes. 
De modo similar a los macrófagos, la diferenciación y la función de las DCs también se 
encuentran alteradas, lo que contribuye al desarrollo patológico de los ratones NOD. Estas células, 
defectuosas en su maduración, muestran una baja expresión de las moléculas de presentación 
antigénica y las moléculas co-estimuladoras, generando un déficit en la eliminación de las células T 
auto-reactivas (Lee et al., 2000; Strid et al., 2001; Boudaly et al., 2002).  
En los ratones NOD, además de la contribución de las células del SI innato a la patogénesis de la 
enfermedad, se ha definido una función clave de las células T. Numerosas evidencias apoyan la 
implicación de los linfocitos T, Th y T citotóxicos, fundamentalmente agrupadas en dos hechos clave:  
 Las células T CD4 y T CD8 procedentes de donantes NOD muestran la habilidad de transferir la 
enfermedad en ratones NOD pre-diabéticos, mientras que los auto-anticuerpos no transfieren la 
enfermedad (Wicker et al., 1986; Bendelac et al., 1987;Bendelac et al., 1998; Christianson et al., 1993; 
Wong et al., 1996) 
 Las terapias que modulan las células T inhiben la incidencia de la enfermedad (Mori et al., 1986; 
Shizuru et al., 1988; Kurasawa et al., 1993; Chatenoud et al., 1994; Ogawa et al., 2004;  Ogawa et al., 
2006; Deng et al., 2014).  
Aunque se ha destacado especialmente la función de las células T CD4, se ha descrito que el 
desarrollo de la T1D en estos ratones requiere ambos tipos de linfocitos, Th y T citotóxicos 
(Christianson et al., 1993; Phillips et al., 2009). Se cree que las células T CD8 presentan una función 
importante en el desarrollo temprano de la enfermedad (Wang et al., 1996), mientras que los linfocitos 
T CD4 son importantes tanto al inicio como en la fase avanzada de la misma (Aoki et al., 2005). Ambos 
tipos de linfocitos muestran capacidad para responder frente a antígenos propios. Otra de las 
explicaciones sobre la aparición de células T auto-reactivas se basa en el hecho de que estos linfocitos 
T diabetogénicos muestran defectos en su capacidad para responder a las señales de activación que 
desencadenan vías apoptóticas (Rapoport et al., 1993a; Arreaza et al., 2003; Decallonne et al., 2003; 
Liston et al., 2004; Zucchelli et al., 2005). De manera que, la alteración en los mecanismos apoptóticos 
de las células T, sumado a los defectos anteriormente descritos en las APCs, permiten la aparición de 




Además de las células T efectoras, se ha descrito también que el trastorno en la funcionalidad de 
las células Treg contribuye a la patogénesis de la enfermedad en los ratones NOD (Anderson y 
Bluestone, 2005; Aoki et al., 2005; Driver et al., 2011). Aunque algunas investigaciones apuntan hacia 
un menor número de células Treg (Salomon et al., 2000; Nti et al., 2012), otros trabajos indican que el 
déficit en la función T reguladora no es cuantitativo sino cualitativo, mostrándose una capacidad 
supresora disminuida, la cual varía durante la evolución de la enfermedad (Gregg et al., 2004; You et 
al., 2005; Mellanby et al., 2007; Tritt et al., 2008).  
Por su parte, como se menciona anteriormente, los linfocitos B también contribuyen 
significativamente a la diabetes (Serreze et al., 1996; Akashi et al., 1997; Noorchashm et al., 1997). 
Similar a la T1D en humanos, estas células producen auto-anticuerpos que preceden al desarrollo de la 
enfermedad. Sin embargo, además de la producción de anticuerpos, los linfocitos B presentan también 
una importante función como APCs. Se ha descrito que su función en la presentación antigénica es 
clave en la expansión de células T CD4 auto-reactivas (Falcone et al., 1998; Serreze et al., 1998; Greeley 
et al., 2001; Tian et al., 2006). Además, los linfocitos B contribuyen al desarrollo de la diabetes a través 
del mantenimiento de estructuras linfoides ectópicas que surgen en el páncreas (Luther et al., 2000), las 
cuales contribuyen al reclutamiento y la activación de las células Th en los islotes (Wu et al., 2001; Lee 
et al., 2006).      
Pese a las diferencias, este modelo se ha considerado de gran utilidad para el estudio de la 
patogenia de la T1D. El análisis de los mecanismos involucrados en el desarrollo de la enfermedad en 
estos ratones ha aportado gran cantidad de información útil para la patología humana, destacando la 
implicación de las células Th en la patogenia de la T1D.  
2.3.  DIABETES AUTOINMUNE Y LINFOCITOS T COLABORADORES 
Los linfocitos T colaboradores desempeñan una función crucial en el desarrollo de la T1D. 
Existen numerosas evidencian que resaltan la importante función de estas células en la patogenia de la 
enfermedad (Faustman y Davis, 2009; Lehuen et al., 2010; Wållberg y Cooke, 2013):  
 Las células T CD4 presentan una función esencial en el desarrollo de la enfermedad en modelos 
animales de diabetes autoinmune, como el modelo NOD.  
 La región genética más fuertemente asociada al riesgo de padecer diabetes es la región MHC II, 
relacionada específicamente con la activación de los linfocitos Th.  
 Las células Th están implicadas en la autoinmunidad propia de esta enfermedad ya que presentan 
una función colaboradora con los linfocitos B en la producción de inmunoglobulinas.  
 Los infiltrados celulares pancreáticos presentan células T CD4, tanto en modelos animales como en 
pacientes con T1D.   
 La eliminación de las células Th en ratones NOD decrece la incidencia de la enfermedad y puede 




 Las terapias dirigidas frente las células T dan lugar a una supresión de la destrucción de las células 
β pancreáticas.  
El análisis inicial de la implicación de las subpoblaciones Th en la T1D se realizó en el marco del 
paradigma Th1/Th2. En este sentido, se observó que en modelos experimentales el perfil de citocinas 
estaba asociado al subconjunto Th1, con una aumentada producción de IFNγ y una disminución en la 
producción de IL-4 (Huang et al., 1995; Bernan et al., 1996; Koarada et al., 2002). De tal modo que 
primeramente se consideró que la respuesta de tipo Th1 estaba asociada a la progresión de la 
enfermedad y la de tipo Th2 era capaz de suprimir el desarrollo de la misma (Sarvetnick et al., 1990; 
Hancock et al., 1995; Faust et al 1996; Fox y Danska, 1997; Hill et al., 2003). Diversos estudios 
demostraron que la inducción de la respuesta Th1 promueve el desarrollo de la enfermedad, mientras 
que la inhibición de tal respuesta bloquea la incidencia de la diabetes. Así, por ejemplo, se describió 
que la IL-12, un inductor de la generación de linfocitos Th1, acelera la enfermedad en los ratones 
NOD, mientras que su bloqueo la inhibe (Trembleau et al., 1995; Trembleau et al., 1997; Trembleau et 
al., 2003). Contrariamente, se mostró que la administración exógena o la sobre-expresión en los islotes 
pancreáticos de IL-4 u otras citocinas asociadas al subtipo Th2 ayuda a proteger del desarrollo de la 
enfermedad (Rapoport et al 1993b; Hancock et al., 1995; Faust et al 1996; Hill et al., 2003). Sin embargo, 
las funciones inicialmente descritas para ambas subpoblaciones como patogénica (Th1) y protectora 
(Th2), fueron discutidas en base a otros hallazgos. Uno de ellos mostró que los ratones deficientes para 
IL-12 eran capaces de desarrollar diabetes normalmente (Trembleau et al., 1999). Por otra parte, los 
ratones deficientes en IL-4 no presentaban una mayor incidencia de la enfermedad (Wang et al., 1998). 
Además, en ratones NOD se describió que las células Th2 pueden causar diabetes (Pakala et al., 1997). 
Por tanto, se demostró que ambas subpoblaciones están involucradas en el desarrollo patológico de la 
enfermedad (Almawi et al., 1999; Azar et al., 1999). Posteriormente, se ha sugerido que el balance entre 
ambos subtipos varía a lo largo de la enfermedad, mostrándose un predominio de la respuesta de tipo 
Th2 (insulitis no destructiva) durante la primera etapa y un aumento de la respuesta de tipo Th1 
(insulitis destructiva) en una fase más avanzada de la enfermedad (Schloot et al., 2002). 
Las células Th1 presentan una función importante en la patología de la T1D, fundamentalmente 
a través de la secreción de citocinas, mostrando efectos tanto directos como indirectos. Los linfocitos 
Th1 secretan varias citocinas, fundamentalmente IFNγ, el cual es un medidor clave en respuesta 
inmune desencadenada frente a las células β pancreáticas (Sarvetnick et al., 1990). También de forma 
directa estas células actúan promoviendo la activación de los CTLs y los macrófagos lo que conduce al 
aumento de la liberación de mediadores citotóxicos y de la destrucción de las células de los islotes 
(Azar et al., 1999; Wong y Janeway, 1999). Además, gracias a la secreción de IFNγ, los linfocitos Th1 
inducen la infiltración celular en los islotes, promoviendo así la insulitis (Hill et al., 2003). Otra citocina 
fuertemente asociada con las células Th1, es la IL-12, la cual también se ha visto involucrada con la 
patología de la T1D (Rothe et al., 1996; Trembleau et al., 1995; Alleva et al., 2000; Nitta et al., 2001; 
Weaver et al., 2001). Esta citocina, junto con el propio IFNγ, promueve la expansión de estos linfocitos 




Th1 promueven el desarrollo de la T1D mediante diversos mecanismos, como la supresión de 
antagonistas naturales como IL-1Ra y el aumento de la producción de IL-1β por parte de los 
macrófagos (Faust et al., 1996). Todo ello lleva a una cascada de amplificación de la destrucción de las 
células β pancreáticas. 
Por su parte, la función patogénica de las células Th2 en la T1D se desarrolla a través de la 
secreción de citocinas, como la IL-4 (Tominaga et al., 1998; Falcone et al., 2001; Horiki et al., 2003). Sin 
embargo, numerosos estudios muestran un efecto protector de esta citocina a través de diversas 
estrategias terapéuticas en modelos de diabetes experimental (Cameron et al., 1997; Cameron et al., 
2000; Ko et al., 2001; Zipris y Karnieli, 2002; Feili-Hariri et al., 2003; Creusot et al., 2008; Rehman et al., 
2008; Ruffner y Robbins, 2010; Mandke y Singh, 2012). Paralelamente, otras citocinas propias de esta 
subpoblación linfoide presentan también efectos beneficiosos en la enfermedad, tales como la IL-13 
(Zaccone et al., 1999; Kretowski et al., 2000; Luopajärvi et al., 2007; Rasche et al., 2011; Russell et al., 
2013). Finalmente, otra citocina que presenta efectos beneficiosos en la T1D es la IL-25 (Emamaulle et 
al., 2009). De tal modo que, a pesar de la diversidad de hallazgos, de forma más generalizada se ha 
observado un efecto protector de la subpoblación Th2 en relación al desarrollo de la T1D.  
Otra subpoblación Th relacionada con esta enfermedad, la constituyen los linfocitos Treg 
(Bluestone et al., 2008; Askenasy y Askenasy, 2013; Wållberg y Cooke, 2013). Por su función 
inmunomoduladora, estas células presentan funciones reguladoras y beneficiosas en la patogenia de 
la enfermedad, sin embargo los hallazgos al respecto de su presencia y funcionalidad no son 
unánimes. No obstante, se ha descrito que la existencia de un tiempo prolongado entre el comienzo de 
la respuesta inmune auto-reactiva y el desarrollo de la insulitis sugiere que hay un mecanismo fuerte 
de inmunoregulación, a pesar de que finalmente no sea capaz de evitar el desarrollo de la enfermedad 
(Bluestone et al., 2008; Askenasy y Askenasy, 2013; Wållberg y Cooke, 2013). El efecto beneficioso 
sobre la T1D se ha comprobado en diversos estudios realizados en modelos animales en los que se ha 
observado que: estas células se encuentran en los islotes pancreáticos, presentan capacidad supresora, 
y que la transferencia de las misma inhibe la insulitis (Sakaguchi et al., 1995; Lepault y Gagnerault, 
2000; Tarbell et al., 2001; Szanya et al., 2002; Alyanakian et al., 2003; Herman et al., 2004; Tang et al., 
2004; You et al., 2005; Masteller et al., 2005). Este efecto inmunomodulador se ha descrito también en 
experimentos en los que existe una menor presencia de las células Treg o éstas son eliminadas o 
bloqueadas, ya que en ellos se observa que se produce un incremento en el desarrollo de la 
enfermedad, destacando así la importancia de su funcionalidad en la T1D (Salomon et al., 2000; Chen 
et al., 2005; Mellanby et al., 2007; Feurer et al., 2009). Sin embargo, otros autores muestran que existe un 
defecto en la funcionalidad de estas células, mostrándose una reducción en su capacidad supresora en 
modelos animales de T1D (Gregg et al., 2004; You et al., 2005; Mellanby et al., 2007; Tritt et al., 2008). 
Paralelamente, algunas investigaciones sobre pacientes diabéticos han mostrado un defecto en la 
funcionalidad de las células Treg (Brusko et al., 2005; Lindley et al., 2005; Brusko y Atkinson, 2007; 
Haseda et al., 2013). Además, se ha descrito la existencia de una mayor apoptosis en las células Treg de 




Treg no ha sido evidenciado de forma generalizada y se ha postulado que el déficit en los mecanismos 
de supresión de las células T autoreactivas se debe más a un fallo en la respuesta de estas células a la 
supresión que a un defecto intrínseco en las células Treg (Bluestone et al., 2008; Askenasy y Askenasy, 
2013; Wållberg y Cooke, 2013).  
Además de estas subpoblaciones Th, otros subtipos posteriormente descritos se han relacionado 
con el desarrollo de la T1D. En este sentido diversas investigaciones han puesto en evidencia la 
función de las células Th17 en la promoción de la patogenia de esta enfermedad (véase Bloque V. 
Apartado 3.1). Además, recientemente, se ha descrito la asociación entre las células Th22 y la T1D (Xu 
et al., 2014).  
En resumen, las diferentes subpoblaciones linfoides presentan funciones clave en la patogenia 
de la T1D. Dado que algunas de ellas se han descrito recientemente, el estudio de sus implicaciones en 
esta enfermedad continúa en investigación, lo cual puede resultar en importantes hallazgos en 
relación al desarrollo de nuevas dianas terapéuticas. 
2.4. TRATAMIENTO DE LA DIABETES AUTOINMUNE 
El tratamiento de la diabetes autoinmune tiene como finalidad paliar los efectos de la 
hiperglucemia causada por el déficit de insulina. Para ejercer el control metabólico el objetivo 
primordial es el restablecimiento de la insulina deficitaria, por lo que los pacientes son tratados con 
insulina exógena.  
Los individuos que presentan un alto riesgo de padecer la enfermedad son sometidos a 
tratamientos preventivos que se pueden clasificar dentro de dos áreas, prevención primaria y 
secundaria. La prevención primaria es el tratamiento de los individuos con un riesgo genético 
incrementado e incluye la administración de suplementos nutricionales como la leche de vaca 
hidrolizada o la suplementación con vitamina D3. Por su parte, la prevención secundaria se realiza en 
individuos con presencia persistente de auto-anticuerpos e involucra, entre otros, la administración de 
fármacos inmunosupresores. (Staeva-Vieria et al., 2007; van Belle et al., 2011; Brooks-Worrell y Palmer, 
2013; Wu et al., 2013; Szablewski, 2014). 
El tratamiento de la T1D puede suponer el empleo de medicamentos de uso general entre los 
que se incluyen fármacos inmunosupresores, como la ciclosporina y fármacos anti-inflamatorios, 
como los anticuerpos anti-TNFα y anti-IL-1β, entre otros. Estos fármacos tienen por objeto inhibir de 
forma generalizada la respuesta inmunológica en los pacientes.  
Además del TNFα y la IL-1β, otras muchas dianas biológicas presentan una finalidad 
terapéutica en el tratamiento de esta enfermedad. Tales dianas se encuentran en el marco de dos tipos 
de terapias que también pueden emplearse también como tratamiento preventivo: las que van 




Las terapias antígeno-específicas se basan en la administración de autoantígenos de las células β y 
buscan prevenir la respuesta autoinmune específica mediante la inducción de la respuesta T 
reguladora o la inhibición de las células T patogénicas (Tian y Kaufman, 2009; van Belle et al., 2011; 
Staeva et al., 2013). Tales terapias están ampliamente desarrolladas y han dado lugar a la realización 
de numerosos ensayos clínicos, destacando aquellos que implican la administración de insulina 
(Staeva-Vieria et al., 2007; Culina et al., 2013; von Herrath et al., 2013).  
Por su parte, las terapias no antígeno-específicas presentan numerosas dianas terapéuticas. De 
forma resumida, las diversas terapias se basan, entre otros mecanismos, en la promoción de la 
respuesta T reguladora, el bloqueo de la respuesta de los linfocitos T, la inhibición de la respuesta de 
las células B, el aumento de los niveles de DCs, el bloqueo de la señalización mediada por citocinas y 
el bloqueo de la co-estimulación, para cada uno de los cuales se han desarrollado diversas 
aproximaciones (Staeva-Vieria et al., 2007; von Herrath et al., 2013; van Belle et al., 2011; Staeva-Vieria 
et al., 2013; Brooks-Worrell y Palmer, 2013; Nepom et al., 2013).   
Otro tipo de terapias implican el reemplazamiento de las células β pancreáticas. Estas terapias 
incluyen tratamientos que promueven la secreción de insulina, neogénesis de células β pancreáticas, 
regeneración de los islotes pancreáticos, trasplante de páncreas o de islotes y terapias basadas en 
células madre (Skyler y Ricordi, 2011; van Belle et al., 2011; Bruni et al., 2014; Szablewski, 2014). 
A pesar de todos los esfuerzos logrados, las terapias empleadas hasta el momento no consiguen 
una eficacia completa. Para aumentar la efectividad de los tratamientos se emplean también terapias 
combinadas en las que se utilizan distintas estrategias terapéuticas, como por ejemplo el bloqueo de la 
respuesta inmune sumado a la inducción de la regeneración de las células β pancreáticas. (Staeva-
Vieria et al., 2007; von Herrath et al., 2013; van Belle et al., 2011; Staeva-Vieria et al., 2013). No obstante, 
en la actualidad existen numerosas áreas de investigación al respecto del tratamiento de esta 
enfermedad, siendo el diseño de nuevas dianas terapéuticas un objetivo primordial en este sentido. 
3. LINFOCITOS Th17, INFLAMACIÓN Y AUTOINMUNIDAD 
Desde su descubrimiento, las células Th17 se han asociado con la patogénesis de múltiples 
enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes. Conocidas las propiedades inflamatorias de la IL-17, 
numerosas investigaciones, tanto en humanos como en modelos animales, han mostrado la asociación 
entre la citocina y los procesos inflamatorios y autoinmunes desencadenados en estas enfermedades. 
Así, se ha descrito la asociación de las células Th17 con patologías como AR, psoriasis, enfermedad de 
Crohn, esclerosis múltiple, lupus eritematoso sistémico, síndrome de Sjogren, T1D y asma, entre otras.  
3.1. LINFOCITOS Th17  Y ARTRITIS REUMATOIDE 
Las células Th17 desempeñan una función crítica en la patología de la AR, tanto en el desarrollo 
de la sinovitis como en la destrucción del cartílago y el hueso articulares. Su implicación en la 




realizadas en modelos experimentales (véase Figura 29) (Lubberts et al., 2005; Koenders et al., 2006; 
Sarkar et al., 2009; van den Berg, 2009). De manera general, en ellos se ha mostrado que:  
 Existe un reclutamiento preferencial de células Th17 en las articulaciones inflamadas de ratones 
artríticos (Hirota et al., 2007a).   
 Las células Th17 y la IL-17 están implicadas en el desarrollo de artritis (Lubberts et al., 2001; 
Lubberts et al., 2002; Lubberts et al., 2003; Nakae et al., 2003a; Koenders et al., 2005a; Hirota et al., 
2007b; Koenders et al., 2008). 
 La deficiencia de IL-17 o IL-17R en los ratones artríticos conlleva la supresión de la inducción de la 
enfermedad (Nakae et al., 2002; Nakae et al., 2003b; Koenders et al., 2005b; Lubberts et al., 2005; Park 
et al., 2012).  
 El bloqueo de IL-17 o IL-17R reduce la inflamación y la destrucción de la articulación (Lubberts et 
al., 2001; Bush et al., 2002; Lubberts et al., 2004; Koenders et al., 2005c; Plater-Zyberk et al., 2009; 
Chao et al., 2011; Hickman-Brecks et al., 2011; Ishiguro et al., 2011; Koenders et al., 2012). 
Figura 29. Principales hallazgos sobre la implicación de IL-17 en la AR. 
 
Nota: Resumen de los principales hallazgos asociados a la implicación de la IL-17 en la AR tanto en humanos como en modelos 
animales. Modificado de Kellner, 2013. Referencias bibliográficas: 1. Chabaud et al., 1999; 2. Ziolkowska et al., 2000; 3. Lubberts 
et al., 2001; 4. Kehlen et al., 2002; 5. Nakae et al., 2003b; 6. Raza et al., 2005; 7. Koenders et al., 2005b;  8. Hirota et al., 2007; 9. 
Hueber et al., 2010; 10. Genovese et al., 2010; 11. Metawi et al., 2011; 12. Zizzo et al., 2011; 13. Martin et al., 2013. 
Todas estas evidencias han establecido claramente la patogenicidad de las células Th17 en 
modelos experimentales de AR. Sin embargo, su implicación concreta en la AR en humanos continúa 
en investigación. A pesar de ello, se han publicado diferentes hallazgos al respecto (véase Figura 31). 
Numerosas investigaciones muestran que los pacientes con AR presentan niveles elevados de células 
Th17 e IL-17 tanto en sangre periférica como en el líquido y el tejido sinoviales (Chabaud et al., 1999; 
Kotake et al., 1999; Ziolkowska et al., 2000; Honorati et al., 2001; Raza et al., 2005; Shahrara et al., 2008; 




2012a; Li et al., 2013c). Además, experimentos ex vivo exponen que la IL-17 se produce 
espontáneamente por parte de los FLS procedentes de la membrana sinovial de pacientes con AR 
(Chabaud et al., 1999). Abundantes trabajos muestran las múltiples funciones que esta citocina 
desarrolla promoviendo la inflamación y la degradación de la articulación (véase Bloque V. Apartado 
3.1.2.). Paralelamente, también existe una elevada expresión de los receptores para esta citocina IL-
17RA, IL-17RB e IL-17RC en las células inmunes y los sinoviocitos de las articulaciones afectadas de 
pacientes con AR (Honorati et al., 2001; Kehlen et al., 2002; Hwang et al., 2004; Hwang y Kim, 2005; 
Zrioual et al., 2008). Finalmente, el grado de actividad de la enfermedad se ha correlacionado con los 
niveles de células Th17 e IL-17 en el suero y líquido sinovial de pacientes con AR (Raza et al., 2005; 
Kirkham et al., 2006; Moran et al., 2009; Leipe et al., 2010; Chen et al., 2011c; Metawi et al., 2011; Zizzo et 
al., 2011; Kim et al., 2013b).  
3.1.1. Generación y/o activación de los linfocitos Th17  en la artritis reumatoide 
La generación y/o activación de las células Th17 en la AR se ha situado en el ambiente local de 
la articulación. A través de la participación de MLS, FLS y DCs, presentes en la articulación, se genera 
un ambiente local que promueve la respuesta Th17 (Hirota et al., 2007b; Egan et al., 2008; Dong y Zhu 
et al., 2012). En el sinovium se produce una sobre-expresión de la producción de la quimiocina CCL20, 
la cual actúa como quimioatrayente, entre otras células, de los linfocitos Th17 (Matsui et al., 2001; 
Hirota et al., 2007a; van Hamburg et al., 2011). Una vez que las células Th17 son atraídas a la 
articulación, el ambiente inflamatorio local, compuesto por mediadores pro-inflamatorios como IL-1β, 
TNFα, IL-6, IL-15 e IL-23, es el responsable del desarrollo y/o activación de las mismas (Dong y Zhu et 
al., 2012). Las células Th17 a su vez son potenciadoras de su propio desarrollo en la articulación ya que 
establecen un bucle de retroalimentación positivo que favorece su auto-reclutamiento y activación. 
Esto tiene lugar puesto que la IL-17 induce en los FLS la producción de CCL20, favoreciendo así el 
reclutamiento de más células Th17 en el tejido sinovial reumatoide (Hirota et al., 2007a; van Hamburg 
et al., 2011). Además, sobre estas mismas células, la IL-17 potencia la expresión de altos niveles de 
citocinas pro-inflamatorias como IL-6, IL-15 e IL-23, las cuales a su vez estimulan el desarrollo de los 
linfocitos Th17 (van Hamburg et al., 2011). Sumado a ello, las citocinas pro-inflamatorias presentes en 
este ambiente local, como TNFα, promueven un aumento de la expresión de los receptores para la IL-
17 (Carrión et al., 2013), lo que potencia aún más la acción de los linfocitos Th17. De modo que, el ciclo 
de auto-activación produce una hiperactivación de las células Th17 en el sinovium, que da lugar a la 
potenciación del proceso inflamatorio y que culmina con la producción de erosiones en el cartílago y 
el hueso articulares.  
3.1.2.  Función de los linfocitos Th17 en la artritis reumatoide 
Como se menciona anteriormente, la función de las células Th17 en la patogenia de la AR 
implica tanto la inflamación crónica como el daño en el cartílago y la erosión ósea (véase Figura 30). 




células Th17 promueven la activación tanto de células inmunes como de las células residentes en la 
membrana sinovial. Con respecto a estas últimas, son capaces de actuar sobre múltiples tipos 
celulares, incluyendo FLS, monocitos, MLS, células endoteliales, condrocitos, osteoblastos y 
osteoclastos, los cuales también están implicados en la patogénesis de la AR.  
Figura 30. Función de las células Th17 en la artritis reumatoide. 
 
Nota: Resumen de los principales factores y tipos celulares implicados en las funciones promovidas por las células Th17 durante 
la  respuesta inflamatoria desencadena en las articulaciones en la AR.  
En relación a la inflamación, las células Th17 promueven, a múltiples niveles, el desarrollo de 
un proceso inflamatorio continuado en la articulación. La IL-17 induce sobre varios tipos celulares la 
liberación de diversos mediadores inflamatorios, como citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento 
y MMPs (Lubberts et al., 2005a; Lubberts, 2008; Peck y Mellins, 2009; Sarkar et al., 2010; Azizi et al., 
2013; Truchelet et al., 2013; Benedetti y Miossec, 2014). A través de la producción de citocinas las 
células Th17 ejercen un potente efecto inflamatorio y gracias a la producción quimiocinas promueven 
el reclutamiento a la articulación de diferentes tipos celulares (neutrófilos, linfocitos T y B, monocitos, 
macrófagos). De todos ellos, los neutrófilos son el tipo celular más destacado. Sobre estas células, la 
IL-17 promueve su migración, supervivencia y función (Forlow et al., 2001; Tan et al., 2006; Parsonage 
et al., 2008). Además, los linfocitos Th17 promueven también la proliferación de linfocitos T sinoviales 
a través de la secreción de IL-17 (Zhang et al., 2013). Por otra parte, los linfocitos Th17 participan 
también en la respuesta humoral, promoviendo la producción de auto-anticuerpos (Hickman-Brecks 




promover la angiogénesis, fundamentalmente a través del aumento de la producción en los 
sinoviocitos del factor angiogénico VEGF (Honorati et al., 2006; Ryu et al., 2006; Pickens et al., 2010; 
Moran et al., 2011; Kim et al., 2013c). Subsecuentemente se favorece en mayor medida el reclutamiento 
de células inmunes lo que intensifica más la inflamación.  
 Tabla 11. Funciones principales de IL-17A en artritis reumatoide. 
Nota: Resumen de las principales funciones de la IL-17 sobre los diferentes tipos celulares involucrados en el proceso patológico 
de la AR.  
Por otro lado, los linfocitos Th17 promueven la hiperplasia sinovial, favoreciendo tanto la 
supervivencia como la capacidad invasiva de los FLS. En primer lugar, en un modelo animal 
deficiente para IL-17RA, se observó que la señalización de la IL-17 es crítica para el desarrollo de la 
sinovitis destructiva ya que favorece la supervivencia de los sinoviocitos (Lubberts et al., 2005b). 
Función Célula diana Referencias 
Inflamación 
Inducción de la producción de 
mediadores pro-inflamatorios:  
 Citocinas 
ej.: TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-
23, IL-16 
 Quimiocinas 
ej.: CCL2, CCL20, CXCL1, 
CXCL5, CXCL12, CXCL13  
 Factores de crecimiento  
ej.: G-CSF, GM-CSF  
 Otros mediadores  
ej.: COX-2, ON, PGE2 
FLS, MLS, condrocitos 
y osteoclastos. 
Jovanovic et al., 1998;  Jovanovic et al., 2000; Chabaud et al., 
2001a;   Katz et al., 2001;  Kehlen et al., 2002;  Pacquelet et al., 
2002; Hwang et al., 2004; Stamp et al., 2004; Kim et al., 2007a; 
Kim et al., 2007b; Cho et al., 2008; Takagi et al 2008; Shahrara et 
al., 2010; Moran et al., 2011; van Hamburg et al., 2011. 
Inducción de la migración celular. 
Neutrófilos, monocitos, 
macrófagos, linfocitos 
B, linfocitos T y otros 
tipos celulares. 
Jovanovic et al., 2000;  Forlow et al., 2001; Kim et al., 2007b; 
Takagi et al 2008;  Shahrara et al., 2009; Shahrara et al., 2010; 
Moran et al., 2011; van Hamburg et al., 2011. 
Respuesta humoral 
Inducción de la producción de 
inmunoglobulinas. 
Linfocitos B. Hickman-Brecks et al., 2011. 
Hiperplasia sinovial 
Inducción de la hiperplasia sinovial: 
estimulación de la supervivencia y el 
comportamiento invasivo celular. 
FLS. Toh et al., 2010; Park et al., 2011; Hot et al., 2012. 
Angiogénesis 
Inducción de la liberación de factores 
angiogénicos como VEGF, KGF, HGF 
y HB-EGF. 
FLS y otros tipos 
celulares. 
Pacquelet et al., 2002;  Honorati et al., 2006;  Ryu et al., 2006; 
Pickens et al., 2010. 
Destrucción del cartílago 
 Inhibición de la síntesis de 
colágeno y proteoglicano 
mediante la producción de 
mediadores como ON. 
 Inducción del  catabolismo 
proteico mediante la producción 
de enzimas como MMPs (MMP-1, 
MMP-3, MMP-2, MMP-9, 
MMP13). 
Condrocitos, FLS, 
osteoclastos y  
monocitos/macrófagos 
Chabaud et al., 2000;  Dudler et al., 2000; Jovanovic et al., 2000;   
Lubberts et al., 2000; Cai et al., 2001; Chabaud et al., 2001b; Cai 
et al., 2002; Koshy et al., 2002; Van Bezooijen et al., 2002; 
Pacquelet et al., 2002;  Sylvester et al., 2004; Koenders et al., 
2005b; Moran et al., 2009; van Hamburg et al., 2011. 
Erosión ósea 
Inducción de la osteoclastogénesis 
mediante la expresión de RANKL y 
otros mediadores de resorción ósea. 
FLS, osteoblastos y 
otros tipos celulares. 
Kotake et al., 1999; Lubberts et al., 2003; Page y Miossec, 2005; 
Sato et al., 2006; Yago et al., 2007; Hashizume et al., 2008; 




Posteriormente, se han descrito varios mecanismos anti-apoptóticos inducidos por esta citocina que 
promueven la hiperplasia sinovial. Uno de los mecanismos lo constituye el aumento de la expresión 
de sinoviolina en los FLS inducido por la IL-17, lo que da lugar a una mayor supervivencia celular 
(Toh et al., 2010). Otro mecanismo es la inducción de la expresión de la molécula anti-apoptótica Bcl-2 
en sinoviocitos de pacientes con AR (Lee et al., 2013). Por otro lado, la IL-17 contribuye a la progresión 
de la artritis a través de la potenciación del comportamiento invasivo de los FLS (Hot et al., 2012). Un 
ejemplo de ello es la inducción de la expresión de la molécula cadherina-11 (Park et al., 2011), la cual 
está relacionada con el aumento de la conducta invasiva de los FLS (Lee et al., 2007; Keiner et al., 2009). 
Todo ello conduce a que, a través de la acción de los linfocitos Th17, se agrave el proceso inflamatorio 
y patológico desencadenado en la articulación.  
Los linfocitos Th17 participan también en el proceso de la destrucción del cartílago que tiene 
lugar en la AR (Lubberts et al., 2005a; Peck y Mellins, 2009; Li et al., 2010; Hot y Miossec, 2011; Azizi et 
al., 2013; Truchelet et al., 2013). El proceso de degradación se encuentra fuertemente asociado a la 
inflamación, ya que muchos mediadores de la misma, como IL-1β, IL-6, ON o COX-2, promueven 
también la pérdida del cartílago. A través de estos mediadores la IL-17 modula, de forma general, dos 
fenómenos sobre los condrocitos y los FLS. Por un lado inhibe la síntesis de matriz cartilaginosa y, por 
otro lado, promueve la degradación de la misma. En relación a la síntesis de matriz, la IL-17 es capaz 
de alterar el metabolismo de los condrocitos, inhibiéndose la síntesis de colágeno y proteoglicano, 
fundamentalmente mediante el aumento de la producción de ON (Lubberts et al., 2000; Chabaud et al., 
2001b; Cai et al., 2002; Pacquelet et al., 2002; Van Bezooijen et al., 2002). A su vez, esta citocina estimula 
el catabolismo proteico de la matriz mediante la inducción de enzimas de degradación, entre las que 
destacan las MMPs (Chabaud et al., 2000; Dudler et al., 2000; Jovanovic et al., 2000; Cai et al., 2001; 
Chabaud et al., 2001b; Koshy et al., 2002; Sylvester et al., 2004; Koenders et al., 2005b; Moran et al., 2009; 
van Hamburg et al., 2011).  
Sumado a la destrucción del cartílago, los linfocitos Th17 también participan en el proceso de 
erosión ósea (Adamopoulos y Bowman, 2008; Sato, 2008; Braun y Zwerina, 2011; Okamoto y 
Takayanagi, 2011). Estas células destacan por ser las únicas células Th con propiedades 
osteoclastogénicas (Sato et al., 2006). La IL-17 es un potente estimulador de la osteoclastogénesis 
(Kotake et al., 1999). Esta citocina actúa a diferentes niveles, de forma directa e indirecta, promoviendo 
tanto la diferenciación como la actividad de los osteoclastos. Mayoritariamente, esta citocina ejerce su 
acción mediante la inducción de la expresión de RANKL sobre osteoblastos y fibroblastos (Lubberts et 
al., 2003; Page y Miossec, 2005; Sato et al., 2006). Además, las propias células Th17 expresan RANKL, 
sin embargo estudios in vitro muestran que esta expresión no es suficiente para inducir 
osteoclastogénesis en ausencia de RANKL exógeno (Sato et al., 2006). Conjuntamente, la IL-17 induce 
la expresión del receptor activador de NFκB (RANK, del inglés Receptor Activator of Nuclear factor-
Kappa) en precursores osteoclásticos, sensibilizándolos frente a la acción de este mediador 
osteoclastogénico (Adamopoulos et al., 2010). Las células Th17 también promueven la expresión de 




Finalmente, mediante la inducción de la expresión de diversas citocinas inflamatorias, como IL-6, IL-
1β y TNFα, promueven también la resorción ósea, modulando el balance entre RANKL y 
osteoprotegerina (OPG) en osteoblastos y fibroblastos (Braun y Zwerina, 2011). Todo ello da lugar a 
una amplificación del efecto de las células Th17 sobre la erosión ósea.  
Tal y como se describe para el caso de la resorción ósea, la IL-17 puede operar mediante 
mecanismos independientes de otras citocinas o de forma indirecta a través de la inducción de otras 
citocinas, como IL-1β y TNFα. Aparte de estos dos mecanismos, la IL-17 actúa en combinación con 
estas citocinas. De hecho, muchas de las acciones anteriormente descritas se llevan a cabo en 
cooperación entre IL-17 e IL-1β o entre IL-17 y TNFα. Esta acción aditiva o sinérgica le permite a la IL-
17 desempeñar múltiples funciones. Por ejemplo, en sinergia con IL-1β, aumenta la producción de 
mediadores inflamatorios como IL-6 (Chabaud et al., 1998). Por otra parte, junto con TNFα, puede 
modular la expresión de numerosos mediadores del proceso inflamatorio y patológico como citocinas, 
MMPs, etc. (Goldberg et al., 2009; Koenders et al., 2011). De este modo, se ha propuesto que niveles 
bajos de citocinas producidos por los monocitos (IL-1β o TNFα) y por las células Th17 (IL-17) pueden 
actuar juntos y promover el desarrollo patológico en la AR. Los mecanismos moleculares que dan 
lugar a la sinergia no se conocen con exactitud. Se ha sugerido como una posible explicación de la 
misma a través de la habilidad de la IL-17 para estabilizar post-transcripcionalmente el mRNA de 
otras citocinas como IL-1β o TNFα (Benedetti y Miossec, 2014).  
Además de la amplificación de la función de tipo Th17 por mecanismos sinérgicos, este 
subconjunto Th también promueve la respuesta inflamatoria y patológica en la AR a través de la 
secreción de IL-21 e IL-22. La citocina IL-21 participa desencadenando y/o activando vías 
inflamatorias que promueven la inflamación y la destrucción de la articulación (Yuan et al., 2011). 
Modelos animales de AR muestran que los ratones deficientes del receptor de IL-21 no desarrollan 
artritis espontanea (Jang et al., 2009). En la misma línea, el bloqueo de la vía IL-21/IL-21R en artritis 
experimental da lugar a la inhibición de la progresión de la enfermedad (Young et al., 2007). En 
humanos, la expresión de IL-21R se encuentra aumentada en linfocitos de sangre periférica y del 
líquido sinovial, así como en FLS y MLS de pacientes con AR (Jungel et al., 2004; Li et al., 2006a). Así 
mismo, también existe una elevada expresión de IL-21 en el tejido y el líquido sinoviales y en la sangre 
periférica de pacientes con AR (Niu et al., 2010; Rasmussen et al., 2010; Kwok et al., 2012). Además, hay 
una mayor frecuencia de células productoras de IL-21 en pacientes con AR crónica (Rasmussen et al., 
2010). Sumado a ello, los niveles de esta citocina se han correlacionado con el grado de actividad y la 
progresión radiológica de la enfermedad (Rasmussen et al., 2010; Gottenberg et al., 2012; Sglunda et al., 
2014). En la AR esta citocina regula diversas funciones. En primer lugar, la IL-21 induce la secreción de 
TNFα, IL-6, IFNγ e IL-1β en sinoviocitos y linfocitos T de pacientes con AR (Li et al., 2006a; Anderson 
et al., 2008). La IL-21 media también la activación, proliferación y expansión de linfocitos T (Li et al., 
2006a; Young et al., 2007; Jang et al., 2009). Es destacable su función sobre la subpoblación linfoide 
Th17, ya que la IL-21 presenta una función autocrina sobre los linfocitos Th17 en los pacientes con AR 




promueve la respuesta humoral al inducir la diferenciación y expansión de las células B, así como la 
producción de citocinas y la formación de centros germinales (Jang et al., 2009; Block et al., 2013). Por 
otro lado, se ha descrito una implicación de la IL-21 sobre el proceso de osteoclastogénesis que tiene 
lugar en la AR. Concretamente esta citocina induce la expresión de RANKL en células Th de ratones 
artríticos y en células Th y FLS pacientes con AR, promoviendo así la erosión ósea (Jang et al., 2009; 
Kwok et al., 2012). A pesar de que todas estas evidencias apuntan hacia una función pro-inflamatoria 
de la IL-21 en la AR, se ha sugerido que la acción de esta citocina podría ser dual, ya que ratones 
artríticos deficientes en IL-21R muestran una estimulación de la inflamación severa y la destrucción de 
la articulación, a la vez que un efecto protector durante la fase aguda de la artritis (Marjinissen et al., 
2014).  
Por su parte, la expresión y función de la IL-22 también se ha investigado en la AR. En artritis 
experimental, la IL-22 se encuentra expresada en el suero de ratones artríticos (Geobes et al., 2009; 
Marjinissen et al., 2011). Se ha descrito que, los ratones deficientes para esta citocina presentan una 
menor severidad en la enfermedad (Geobes et al., 2009). En la misma línea, el bloqueo de la IL-22 
reduce la inflamación y la erosión ósea en otro modelo animal de AR (Marjinissen et al., 2011). En 
artritis experimental la principal fuente productora de IL-22 en el sinovium inflamado son las células 
T (Marjinissen et al., 2011). En humanos, la IL-22 presenta niveles elevados en el tejido y el líquido 
sinoviales (Ikeuchi et al., 2005), así como en el suero de pacientes con AR (Leipe et al., 2011; Zhang et 
al., 2011; da Rocha et al., 2012; Zhang et al., 2012a; Zhao et al., 2013). Dentro del tejido sinovial, la IL-22 
se expresa fundamentalmente en los FLS, aunque también en los MLS y en menor medida en los 
linfocitos T (Ikeuchi et al., 2005). El receptor para esta citocina, IL-22R, se ha encontrado en niveles 
elevados en la membrana sinovial de pacientes con AR, fundamentalmente en los FLS (Ikeuchi et al., 
2005). La expresión de IL-22 e IL-22R en FLS procedentes de pacientes con AR es constitutiva, pero 
también inducible, ya que diferentes mediadores inflamatorios son capaces de incrementar la 
expresión del eje IL-22/IL-22R1 en los FLS (Carrión et al., 2013). Sobre este tipo celular la IL-22 induce 
tanto la proliferación y la producción de mediadores inflamatorios (Ikeuchi et al., 2005; Carrión et al., 
2013). Además, esta citocina promueve la osteoclastogénesis (Geobes et al., 2009; Kim et al., 2012). 
Concretamente los experimentos in vitro en AR han puesto de manifiesto que la IL-22 induce la 
expresión de RANKL en los FLS (Kim et al., 2012). En paralelo con estos hallazgos, los niveles de IL-22 
se han correlacionado con el grado de actividad de la enfermedad en pacientes con AR (Leipe et al., 
2011; da Rocha et al., 2012). Así mismo, en artritis experimental los niveles de IL-22 e IL-22R también 
se correlaciona con la severidad de la enfermedad (Marjinissen et al., 2011). Todo ello sugiere que la 
IL-22 presenta un función patogénica en la AR. No obstante, como se menciona con anterioridad, a 
esta citocina se le han atribuido funciones tanto protectoras como pro-inflamatorias en diversas 
enfermedades. En esta línea, en AR también existen evidencias que muestran una función protectora 
de la IL-22 sobre el desarrollo de la enfermedad. Los experimentos anteriormente mencionados en el 
modelo de ratón deficiente para la IL-22 mostraron que, aunque la severidad de la enfermedad era 




expresión de inmunoglobulinas que presentaban estos ratones, sugiere un efecto protector para la IL-
22 (Geobes et al., 2009). Además, en otro modelo murino de artritis se ha mostrado que la IL-22 reduce 
la severidad de enfermedad (Sarkar et al., 2013). Este trabajo muestra que la administración de IL-22 
retrasa la progresión de la artritis y que esta citocina induce la expresión de citocinas pro-inflamatorias 
y anti-inflamatorias, como la IL-10. Los autores postulan que el efecto de la IL-22 varía en las 
diferentes fases de la enfermedad. Paralelamente, se ha propuesto también que la función de la IL-22 
es protectora previa al comienzo de la artritis y se convierte en patogénica en el ambiente inflamatorio 
artrítico (Justa et al., 2014). En resumen, todos estos hallazgos sugieren un papel dual, protector y 
patogénico, de la IL-22 en el desarrollo de la AR.  
Finalmente, diferentes homólogos de la IL-17 también están implicados en la patogénesis de la 
AR. En pacientes con AR se ha detectado expresión de IL-17C, D y E en células mononucleares de 
líquido sinovial (Hwang y Kim, 2005) y de IL-17F en el tejido sinovial (Zrioual et al., 2009). Relativo a 
su función en el desarrollo de la enfermedad, varios estudios proponen que estas citocinas están 
involucradas en la respuesta inflamatoria (Lubberts, 2003; Yamaguchi et al., 2007; Zrioual et al., 2009; 
Hot y Miosec, 2011; Hot et al., 2011). Así, por ejemplo, en CIA las citocinas IL-17B e IL-17C están 
implicadas en la inflamación articular a través de la inducción de la expresión de citocinas pro-
inflamatorias como TNFα, IL-6, IL-23 e IL-1β (Yamaguchi et al., 2007). 
En suma, las distintas moléculas efectoras secretadas, así como los múltiples mecanismos de 
acción involucrados en el proceso inmunológico y patológico desencadenado en la AR, hacen del 
subtipo Th17 un fuerte inductor de la inflamación y la destrucción articular en el AR. Este hecho 
puede verse aún más potenciado a través de los mecanismos de plasticidad linfoide. Así, la 
conversión de las células Th17 hacia el subtipo Th1 puede constituir un mecanismo agravante en esta 
enfermedad. En este sentido, en AR se han encontrado células co-expresoras de IL-17 e IFNγ (Colin et 
al., 2010; van Hamburg et al., 2011). Por otro lado, la plasticidad de las células Treg hacia el subtipo 
Th17 también puede ser un mecanismo potenciador de la patología. Varios estudios manifiestan la 
existencia de células co-expresoras de IL-17 e IL-10 o de RORC y Foxp3 en modelos experimentales y 
en pacientes con AR (Kong et al., 2012; Afzali et al., 2013; Guggino et al., 2014; Komatsu et al., 2014). En 
algunos de los ellos se ha descrito explícitamente esta conversión de células Treg en células Th17 
(Kong et al., 2012; Komatsu et al., 2014). Estos fenómenos de plasticidad, todavía escasamente descritos 
en el caso de la AR, resaltan la importancia de continuar investigando en esta área con objeto de 
definir la estrategia terapéutica adecuada en cada fase de la enfermedad.   
3.1.3. Linfocitos Th17  y tratamiento de la artritis reumatoide 
La gran implicación de las células Th17 en la AR ha dado lugar a que esta subpoblación linfoide 
se postule como una diana terapéutica propicia para el tratamiento de esta enfermedad (Sarkar et al., 
2010; Kellner et al., 2013). Numerosos trabajos muestran la eficacia de diversas estrategias terapéuticas 




de CIA da lugar a una reducción de la inflamación, la destrucción del cartílago y la erosión ósea 
(Lubberts et al., 2004). En la misma línea, el empleo de un anticuerpo frente a IL-17R conlleva la 
atenuación clínica, radiológica e histológica de las manifestaciones de la enfermedad en el modelo 
AIA en rata (Bush et al., 2002). Estas y muchas otras evidencias mostradas en modelos animales de AR 
han dado lugar al comienzo de las investigaciones sobre las células Th17 como diana terapéutica en la 
AR humana. En la actualidad, se han desarrollado diversas estrategias terapéuticas relacionadas con 
las células Th17 y la AR en humanos (véase Tabla 12). Las principales estrategias terapéuticas van 
dirigidas directamente frente a la IL-17. Se han realizado diferentes ensayos clínicos con dos 
anticuerpos frente a la IL-17 humana, el anticuerpo Secukinumab (AIN457) (Hueber et al., 2010; 
Genovese et al., 2013) y Ixekizumab (LY2439821) (Genovese et al., 2010). Aunque su estudio está menos 
avanzado, también se ha desarrollado un anticuerpo frente al receptor, IL-17RA (Brodalumab o 
AMG827) (Martin et al., 2013). Por otro lado, además del empleo de la IL-17 como diana terapéutica en 
la AR, también se ha sugerido su uso como biomarcador pronóstico. Un estudio realizado con 
pacientes que presentan una inadecuada respuesta al tratamiento con anti-TNFα propone que el nivel 
de IL-17 podría usarse como marcador de peor respuesta al tratamiento (Chen et al., 2011c).  De forma 
más generalizada, la asociación entre la expresión temprana de esta citocina en pacientes con AR y la 
severidad del daño articular, ha subrayado el posible valor pronóstico de la IL-17 para el tratamiento 
de los pacientes con AR.  
Otro tipo de estrategia terapéutica en relación a las células Th17 va dirigida frente a moléculas 
de señalización implicadas en la diferenciación y función de estas células. Así, se ha propuesto como 
diana terapéutica la inhibición de RORC y RORA, mediante moléculas inhibidoras como la digoxina, 
el inhibidor sintético SR1001 o el ácido ursólico (Huh et al., 2011; Solt et al., 2011; Xu et al., 2011). En la 
misma línea, la inhibición de la vía Jak-STAT3 también se ha propuesto como estrategia terapéutica. In 
vitro se ha comprobado que, por un lado, la inhibición de STAT3 en sinoviocitos de pacientes de AR 
inhibe la respuesta Th17 (Ju et al., 2012) y, por otro lado, un inhibidor de la proteína Jak (Tofacitinib) 
inhibe directamente la producción de IL-17 e IFNγ, lo que resulta en una disminución de la secreción 











Tabla 12. Th17 y tratamiento de la AR: posibles estrategias terapéuticas. 
Diana Agente Posible mecanismo de acción 
IL-17 
Anticuerpo anti-IL-17 
Ej.: Secukinumab, Ixekizumab  
Neutralización de IL-17. 
IL-17R 
Anticuerpo anti-IL-17R  
Ej.: Brodalumab 
Bloqueo del receptor de la citocina IL-17. 
ROR 
Inhibidores factores de trascripción ROR.  
Ej.: Digoxina, SR1001, ácido ursólico 
Inhibición de la diferenciación/función de 
las células Th17. 
Jak/STAT3 Tofacitinib 
Inhibición de la diferenciación/función de 
las células Th17. 
TNFα/IL-17  ABT-122 Neutralización de IL-17 y TNFα. 
IL-6R  Tocilizumab 
Inhibición de la diferenciación/función de 
las células Th17. 
IL-23/IL-12 Ustekinumab 
Inhibición de la diferenciación/función de 
las células Th17. 
IL-1R Anakinra 
Inhibición de la diferenciación/función de 
las células Th17. 
Nota: Resumen de las posibles estrategias terapéuticas asociadas con células Th17 para el tratamiento en la AR. Modificado de 
Sarkar et al., 2010.  
Paralelamente a las dianas dirigidas directamente frente a la subpoblación Th17, se ha 
postulado la posibilidad de que otras dianas terapéuticas, extensamente empleadas en el tratamiento 
de la AR, modulen la respuesta Th17 de forma indirecta. Una de estas dianas terapéuticas podría ser 
la citocina TNFα. La sinergia entre IL-17 y TNFα concedería una explicación parcial de la eficacia de 
los inhibidores de TNFα atenuando los síntomas de la AR. Los efectos beneficiosos de la terapia anti-
TNFα podrían involucrar un descenso en la producción de citocinas de tipo Th17 en los individuos 
respondedores. En esta línea, se han encontrado niveles altos de IL-17 y células Th17 en pacientes que 
presentan una respuesta inadecuada a la terapia anti-TNFα (Chen et al., 2011c). Relacionado con ello, 
se ha desarrollado un anticuerpo con especificidad combinada para ambas citocinas, TNFα e IL-17, 
denominado ABT-122 (Miosec y Kolls, 2012). Por otro lado, la vía IL-6/IL-6R constituye otra diana 
terapéutica en pacientes con AR. Sus efectos beneficiosos podrían también en parte estar relacionados 
con las células Th17, ya que la IL-6 es, por un lado, un factor promotor del desarrollo de las células 
Th17 y, por otro lado, una de las citocinas cuya secreción es inducida por la IL-17. En este sentido, en 
artritis experimental se ha mostrado que el bloqueo de la IL-6 suprime la artritis por inhibición de la 
respuesta inflamatoria de tipo Th17 (Fujimoto et al., 2008; Iwanami et al., 2008; Mihara et al., 2009). Otra 
diana terapéutica para el tratamiento de la AR es la molécula IL-12p40. Ustekinumab, que reconoce 
esta citocina, se ha probado en otras enfermedades reumáticas mostrando una inhibición de la 
producción de IFNγ e IL-17, lo que podría tener un efecto beneficioso en la AR (Sarkar et al., 2010). 
Además de la terapia biológica frente a citocinas, otros fármacos frecuentemente empleados en la AR 
pueden también mediar sus efectos de forma indirecta a través de la modulación sobre las células 




metotrexato, un conocido DMARD, inhibe in vitro la producción de IL-17 en células mononucleares de 
sangre periférica de pacientes con AR (Li et al., 2012b).  
En resumen, las células Th17 se presentan como una prometedora diana terapéutica para el 
tratamiento de la AR. Dada la falta de conocimiento de la implicación de estas células en la patología 
humana y el escaso desarrollo terapéutico al respecto, tales aspectos son en la actualidad interesantes 
motivos de estudio en el marco de la AR.  
3.2. LINFOCITOS Th17  Y DIABETES AUTOINMUNE 
Las células Th17 participan en el desarrollo de la T1D contribuyendo tanto en el comienzo como 
en las fases más avanzadas de la enfermedad (Haskins y Cooke, 2011; Shao et al., 2012; Singh et al., 
2013; Marwaha et al., 2014). Su contribución en la patogenia de la diabetes se ha puesto en evidencia 
fundamentalmente en modelos animales tales como los ratones NOD o las ratas BB, siendo los 
primeros los que han mostrado más hallazgos al respecto (véase Figura 31). Gracias al empleo de estos 
modelos experimentales de T1D se ha manifestado que: 
 Existe un aumento de las células Th17 o la expresión de IL-17 en el páncreas y el suero de los 
animales diabéticos (Vukkadapu et al., 2005; Martin-Orozco et al., 2009; van den Brandt et al., 2010; 
Yaochite et al., 2013; Li et al., 2014).  
 Las células Th17 son capaces de transferir la enfermedad en experimentos de transferencia celular 
(Bending et al., 2009; Martin-Orozco et al., 2009; Liu et al., 2011).  
 Los ratones deficientes en IL-17 presentan un retraso en el comienzo de la diabetes y una reducida 
severidad de la insulitis (Kuriya et al., 2013).  
 El bloqueo de las células Th17 o de la IL-17 previene de la diabetes (Jain et al., 2008; Emamaullee et 
al., 2009).  
Estos hallazgos han destacado la implicación de las células Th17 en el desarrollo de la 
enfermedad en modelos experimentales. Sin embargo, dadas las dificultades para el estudio de la T1D 
en humanos, las funciones de las células Th17 en la patología de la enfermedad están muy poco 
definidas. A pesar de ello, varios estudios han caracterizado la expresión elevada de las células Th17 y 
IL-17 en el páncreas y la sangre periférica de pacientes con T1D (Bradshaw et al., 2009; Honkanen et al., 
2010; Marwaha et al., 2010; Arif et al., 2011; Ferraro et al., 2011; Ryba-Stanislaowska et al., 2013). Más 
concretamente, un trabajo ha descrito la existencia de células Th17 auto-reactivas con especificidad 
frente a antígenos de las células β pancreáticas (Arif et al., 2011). Además de la IL-17, algunos de estos 
estudios han hallado niveles elevados de otros marcadores asociados a la subpoblación Th17, tales 
como RORC e IL-22 en pacientes con T1D (Honkanen et al., 2010; Arif et al., 2011). Finalmente, se ha 
descrito también la expresión de IL-17RA e IL-17RC en los islotes pancreáticos de pacientes diabéticos 




Figura 31. Principales hallazgos sobre la implicación de IL-17 en la diabetes autoinmune. 
 
Nota: Resumen de los principales hallazgos asociados a la implicación de la IL-17 en la T1D tanto en humanos como en modelos 
animales. Referencias bibliográficas: 1. Vukkadapu et al., 2005; 2. Jain et al., 2008; 3. Bending et al., 2009; 4. Martin-Orozco et al., 
2009; 5. Emamaullee et al., 2009; 6. Honkanen et al., 2010; 7. Arif et al., 2011; 8. Ryba-Stanislaowska et al., 2013; 9. Kuriya et al., 
2013.  
 
3.2.1. Generación y/o activación de los linfocitos Th17 en la diabetes autoinmune 
La presencia en el páncreas de las células Th17, tanto de los animales como de los pacientes 
diabéticos, sugiere que en los islotes se produce la generación y/o activación de estos linfocitos. 
Diversos eventos pueden promover el desarrollo de estas células. En primer lugar, se ha descrito que 
lo altos niveles de glucosa inducen la expresión de los genes de citocinas de la familia IL-17, 
relacionando así el fallo metabólico propio de la T1D con la generación de una respuesta Th17 (Kumar 
et al., 2014).  
En segundo lugar, el ambiente inflamatorio pancreático caracterizado por la expresión de 
determinadas citocinas puede constituir un factor inductor de esta subpoblación linfoide en los islotes 
pancreáticos. En este sentido, diferentes citocinas involucradas en la diferenciación y expansión de los 
linfocitos Th17 se encuentran asociadas a los procesos patológicos desencadenados en la T1D. Una de 
estas citocinas es la IL-6, cuya presencia se ha descrito en niveles elevados en el suero de pacientes 
diabéticos (Ryba-Stanislaowska et al., 2013). Además, esta citocina se ha relacionado con las 
complicaciones asociadas al progreso de la T1D, tales como la nefropatía y la retinopatía, mostrando 
así su importante implicación en la patología de esta enfermedad (Myśliwiec et al., 2006; Shelbaya et 
al., 2012). Confirmando la hipótesis de que la presencia de la citocina en el ambiente inflamatorio 
pancreático promueve el desarrollo de las células Th17, se ha descrito que los niveles de IL-6 e IL-17 
correlacionan positivamente en pacientes con T1D (Ryba-Stanislaowska et al., 2013). Sumado a la IL-6, 
otra citocina que promueve la generación de la subpoblación Th17 es la IL-1β. En diabetes 




de auto-antígenos de los islotes, promueve la generación de células Th17 (Bertin-Maghit et al., 2011). 
En la misma línea que los hallazgos descritos, otro trabajo ha mostrado que los monocitos procedentes 
de pacientes diabéticos secretan espontáneamente IL-1β e IL-6, induciendo más células Th17 que los 
individuos sanos (Bradshaw et al., 2009). Por otra parte, la IL-21 que presenta acciones autocrinas 
sobre las células Th17, también se ha descrito en niveles elevados en ratones diabéticos (King et al., 
2004). Finalmente, otra citocina que también está involucrada tanto en la patogenia de la diabetes 
como en la expansión de las células Th17 es la IL-23. Esta citocina promueve el desarrollo de la 
diabetes mediante varios mecanismos, entre los que se incluye la inducción de la expresión de la IL-17 
en los islotes pancreáticos (Mensah-Brown et al., 2006). Englobando a tres citocinas anteriormente 
descritas, un estudio en ratones NOD ha mostrado que los niveles de IL-6, IL-1β e IL-23 se encuentran 
elevados en estos ratones (Zhang et al., 2012b).  
Por otra parte, dado que la respuesta de las células Th17 es inhibida por las células Treg, se ha 
sugerido que el fallo en las células Treg que tiene lugar en la T1D puede promover la expansión de los 
linfocitos Th17 (Ferraro et al., 2011; Shao et al., 2012).  
De manera que, diferentes vías pueden converger potenciando la generación y/o activación de 
las células Th17 en el ambiente pancreático, lo que a su vez promueve el desarrollo de la respuesta 
inmune inflamatoria en los islotes.  
3.2.2.  Función de los linfocitos Th17 en la diabetes autoinmune 
A pesar de que las diversas evidencias descritas anteriormente muestran la implicación de las 
células Th17 en la T1D tanto en modelos animales como en pacientes, la función concreta de estas 
células en el desarrollo de la enfermedad se ha determinado escasamente. No obstante algunos 
hallazgos implican diversos mecanismos de acción de estas células (véase Figura 32). Se ha descrito 
que la IL-17 es capaz de inducir la apoptosis de las células β pancreáticas. Por un lado, esta citocina 
promueve la apoptosis de las células de los islotes inhibiendo la expresión de genes anti-apoptóticos, 
como Bcl-2, y a la vez aumentan la expresión de genes pro-apoptóticos (Honkanen et al., 2010). 
Además, se ha observado que la IL-17 promueve la expresión de la enzima superóxido dismutasa 2 
(SOD2) en las células β pancreáticas (Honkanen et al., 2010). También, se ha descrito que la IL-17 
estimula la actividad de la enzima iNOS en las células β pancreáticas murinas, promoviendo así la 









Figura 32. Función de las células Th17 en la diabetes autoinmune. 
 
Nota: Resumen de los principales factores y tipos celulares implicados en las funciones promovidas por las células Th17 durante 
la  respuesta inflamatoria desencadena sobre las células β pancreáticas en la T1D.  
Por otra parte, además de los mecanismos que atañen directamente a las células β pancreáticas, 
se ha sugerido que un posible mecanismos de acción indirecto de las células Th17 es la inducción de la 
respuesta de los CTLs, los cuales una vez activados dan lugar a la destrucción de las células β 
pancreáticas mediante mecanismos dependientes de perforina (Ankathatti et al., 2011).   
Además, la IL-17 ejerce funciones sobre las células de los islotes en sinergia con otras citocinas, 
fundamentalmente IL-1β e IFNγ, las cuales están fuertemente involucradas en la patogenia de la 
enfermedad. En este sentido se ha descrito que IL-17 en sinergia con ambas citocinas promueve la 
expresión de la isoforma inducible de la enzima óxido nítrico sintasa 2 (NOS2A, del inglés Nitric Oxide 
Synthase 2) y de la enzima COX-2 en las células β pancreáticas, las cuales están involucradas en la 
respuesta inflamatoria desencadenada por estas células (Honkanen et al., 2010). Además, en este 
mismo trabajo se describe que la IL-17 potencia el efecto pro-apoptótico ejercido por ambas citocinas 
ejercido sobre las células de los islotes (Honkanen et al., 2010). Paralelamente, se ha mostrado que la 
IL-17 agrava los efectos de la combinación de IFNγ e IL-1β o TNFα e IFNγ promoviendo la 
producción de ON (Arif et al., 2011). La relación de cooperación entre las citocinas es mutua, ya que 
también se ha descrito que IL-1β e IFNγ promueven la función de la IL-17 induciendo la expresión del 
receptor IL-17RA en las células β pancreáticas (Arif et al., 2011).  
Sumado a la amplificación de la función de las células por mecanismos sinérgicos, el 
subconjunto Th17 también promueve la respuesta inflamatoria de la T1D a través de la secreción otras 
citocinas, fundamentalmente IL-21. Numerosas evidencias han vinculado estrechamente a esta 
citocina y su receptor con el desarrollo patológico de la T1D. En relación a la susceptibilidad genética, 




riesgo de padecer diabetes (Prochazka et al., 1987; McGuire et al., 2009). Igualmente, en humanos, se 
han asociado variantes genéticas de IL-21 e IL-21R con la susceptibilidad frente a la T1D, sugiriendo 
su implicación en el desarrollo patológico de la enfermedad (Asano et al., 2007). En modelos animales 
se ha descrito que la IL-21 o su receptor se requieren para inducir el desarrollo de la diabetes y que los 
ratones deficientes en IL-21 o IL-21R o aquellos en los que se bloquea la vía IL-21/IL-21R no 
desarrollan diabetes (Datta y Sarvetnick 2008; Spolski et al., 2008; Stutherland et al., 2009; McGuire et 
al., 2011; Van Belle et al., 2012; Chen et al., 2013). Paralelamente, se ha observado que en ratones NOD, 
los niveles de IL-21 e IL-21R son elevados (King et al., 2004).  
En relación a los mecanismos a través de los cuales la IL-21 promueve la inflamación se han 
descrito varias vías. En primer lugar, dado que la IL-21 induce la generación de las propias células 
Th17, la expansión de esta subpoblación puede ser uno de los mecanismos a través de los cuales esta 
citocina contribuye a la patogenia. De hecho, se ha observado que la IL-21 promueve la generación de 
las células Th17 en los ratones NOD (Liu et al., 2011) y que su deficiencia va ligada a un descenso de 
las estas células (Spolski et al., 2008). Así mismo, la sobre-expresión de esta interleucina en las células β 
pancreáticas, induce la expresión de IL-17 (Stutherland et al., 2009). Además, esta sobre-expresión 
conduce a la producción de otros mediadores inflamatorios como citocinas (IFNγ) o quimiocinas 
(CCL2, CCL8 y CXCL10), promoviendo así la infiltración linfoide en los islotes (Stutherland et al., 
2009). Por otro lado, se ha mostrado que esta citocina promueve la activación y la proliferación de los 
CTLs auto-reactivos (McGuire et al., 2011; Ramanathan et al., 2011; Van Belle et al., 2012; Chen et al., 
2013). La inducción de la función de los CTLs por parte de la IL-21 tiene lugar mediante el aumento de 
la expresión de T-bet, lo que promueve la producción de moléculas citotóxicas como perforina y 
GZMB (Stutherland et al., 2013). Otros mecanismos de acción que se han descrito para esta citocina 
incluyen la correcta señalización CD40-CD40L y la capacidad de las DCs de expresar MHC II y CCR7 
(Van Belle et al., 2012).  
Otra citocina producida por las células Th17 que también está involucrada en la patogenia de la 
enfermedad es TNFα. En relación a esta citocina, se ha descrito que la secreción de TNFα es otro 
mecanismo de contribución de los linfocitos Th17 a la T1D (Li et al., 2014).  
La función patológica de las células Th17 puede verse agravada por los mecanismos de 
plasticidad linfoide. En relación a la plasticidad entre las células Th17 y Th1, en primer lugar se ha 
descrito la existencia de células co-expresoras de IL-17 e IFNγ en pacientes con T1D (Honkanen et al., 
2010). En segundo lugar, se ha mostrado la conversión de las células Th17 en linfocitos Th1 en ratones 
diabéticos (Bending et al., 2009; Martin-Orozco et al., 2009). Estos trabajos muestran que las células 
Th17 son capaces de generar diabetes en ratones NOD-SCID pero sólo generan insulitis en ratones 
NOD, mientras que inducen diabetes si se convierten en células productoras de IFNγ (Bending et al., 
2009; Martin-Orozco et al., 2009). En la misma línea, se ha observado que aunque la deficiencia de la 
IL-17 muestra un retraso en el comienzo de la diabetes y una menor severidad de la misma, sin 




en los ratones NOD (Kuriya et al., 2013). Por otra parte, en relación a la plasticidad linfoide de las 
células Treg hacia el fenotipo Th17, en ratones NOD se ha descrito la existencia de células que co-
expresan Foxp3 y RORγt con capacidad supresora (Tartar et al., 2010). Sin embargo, otros autores han 
observado que los pacientes con T1D presentan una proporción aumentada de células Treg con 
capacidad de secretar IL-17 (Marwaha et al., 2010). 
3.2.3.  Linfocitos Th17  y tratamiento de la diabetes autoinmune 
Dado que numerosos hallazgos postulan que las células Th17 son mediadores clave en la 
patogenia de la T1D, se ha propuesto que estrategias terapéuticas diseñadas para inhibir estas células 
podrían ser efectivas en el tratamiento de la enfermedad (Shao et al., 2012; Marwaha et al., 2014). A 
pesar de que un estudio ha descrito que el silenciamiento del mRNA que codifica para la IL-17 no 
protege del desarrollo de la diabetes (Joseph et al., 2012), sin embargo, en el modelo NOD se ha 
descrito que el uso de anticuerpos anti-IL-17 impacta en el curso de la diabetes (Emamaullee et al., 
2009). Así mismo, el empleo de inhibidores de la respuesta Th17, como la IL-25, previene de la 
progresión de la diabetes en ratones pre-diabéticos, restablece la normoglicemia en ratones diabéticos 
de reciente comienzo y reduce significativamente la autoinmunidad (Emamaullee et al., 2009). En el 
mismo sentido, se ha mostrado que el bloqueo de la subunidad IL-12p40 en los ratones NOD conduce 
a la supresión de la enfermedad, aunque el efecto se pierde en función del tiempo de administración 
del tratamiento (Fujihira et al., 2000). Todas estas evidencias muestran el beneficio del bloqueo de las 
células Th17 en los ratones NOD, sin embargo en humanos pocos avances se han realizado al respecto. 
Al contrario que otras enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes en los que se han llevado a cabo 
diferentes ensayos clínicos, no se han desarrollado ensayos clínicos con terapias dirigidas 
específicamente frente a las células Th17. No obstante, en la actualidad se está desarrollando un 
ensayo clínico con Ustekinumab (anticuerpo monoclonal anti-IL-12p40), el cual actúa sobre las células 
Th17 mediante el bloqueo de la IL-23 (Marwaha et al., 2014).  
4. VIP: AGENTE TERAPÉUTICO EN INFLAMACIÓN Y AUTOINMUNIDAD 
El progresivo conocimiento de las funciones biológicas de VIP, así como sus mecanismos de 
acción, ha abierto un amplio abanico de posibilidades terapéuticas para el tratamiento de múltiples 
alteraciones (Gozes et al., 1999). Se ha sugerido la aplicación de VIP, o sus análogos, como agente 
terapéutico en varias enfermedades que atañen al SN, sistema respiratorio, aparato reproductor, tracto 
gastrointestinal o sistema visual, entre otros. Así, por ejemplo, la aplicación clínica de VIP se ha 
estudiado extensamente en la disfunción eréctil, la hipertensión pulmonar o los trastornos de la 
motilidad gastrointestinal, entre otras alteraciones. Sumado a este potencial como agente terapéutico, 
se ha destacado también su valor como marcador diagnóstico o pronóstico. Así, la identificación de 
VIP o sus receptores presenta valor diagnóstico en múltiples tipos de cáncer (Tang et al., 2014).  
La gran diversidad en cuanto al potencial terapéutico de VIP se debe a sus múltiples acciones 




broncodilatadores, citoprotectores, anti-inflamatorios, etc., dan lugar a una amplia variedad de 
mecanismos de acción terapéuticos. De entre todos ellos, el efecto anti-inflamatorio de VIP es uno de 
los más destacados. A través de este efecto VIP limita el comienzo de la inflamación y la respuesta 
inmune, así como promueve la resolución de la misma. Por ello, ha sido propuesto como candidato 
terapéutico en el tratamiento de numerosas enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes. En tales 
enfermedades, el efecto terapéutico de VIP está relacionado con la reducción de los eventos 
inflamatorios tempranos que inician la inflamación o autoinmunidad, así como los eventos posteriores 
asociados con la activación crónica de la respuesta inflamatoria. De tal manera que, la administración 
de VIP en modelos experimentales de varias enfermedades retrasa el comienzo, decrece la frecuencia 
y reduce la severidad de la enfermedad. Su eficacia como agente terapéutico se ha puesto de 
manifiesto en  modelos animales de diabetes autoinmune, artritis reumatoide, sepsis o choque séptico, 
síndrome de Sjögren, enfermedad de Crohn y esclerosis múltiple, entre otras (Delgado et al., 1999f; 
Delgado et al., 2001; Abad et al., 2003; Fernandez-Martin et al., 2006a; Lodde et al., 2006; Rosignoli et al., 
2006). La Tabla 13 expone éstas y otras enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes en las que se han 
mostrado efectos terapéuticos de VIP o sus análogos en modelos animales.  
Múltiples mecanismos a diferentes niveles están involucrados en la regulación de la inflamación 
en estas enfermedades, tanto a nivel sistémico como local. Generalmente los efectos terapéuticos de 
VIP en enfermedades inflamatorias y autoinmunes se han asociado a la inhibición de las respuestas 
autoinmunes relacionadas con las células Th1 y Th17, así como a la inducción de las respuestas anti-
inflamatorias de tipo Th2 e iTreg. Esta modulación de las respuestas Th se ha mostrado en modelos 
animales de diabetes autoinmune, artritis reumatoide y esclerosis múltiple, entre otras enfermedades 
inflamatorias y/o autoinmunes (Fernández-Martin et al., 2006b; Gonzalez-Rey et al., 2006b; Gonzalez-
Rey et al., 2006c; Li et al., 2006b; Rosignoli et al., 2006; Chen et al., 2008b; Deng et al., 2010). La 
regulación de las subpoblaciones Th, junto con las acciones de VIP sobre citocinas, quimiocinas, 
mediadores de estrés oxidativo, moléculas de adhesión y moléculas co-estimuladoras, hacen de este 
péptido un importante candidato terapéutico en múltiples enfermedades inflamatorias y/o 

















 LPS Delgado et al., 1999f;  Bik et al., 2004; Zhang et al., 2006a. 
 LPS/Escherichia coli Chorny y Delagado, 2008. 





Delgado et al., 2001; Williams, 2002; Chorny et al., 2005; 
Juarranz et al., 2005; Yin et al., 2005; Gonzalez-Rey et al., 
2006b; Zhang et al., 2006b; Delgado et al., 2008a; Deng et 
al., 2010; Vessillier et al., 2012. 
 
Enfermedad Inflamatoria Intestinal 
 
TNBS 
Abad et al., 2003; Abad et al., 2005; Gonzalez-Rey y 
Delgado, 2006; Arranz et al., 2008c. 
 
Diabetes autoinmune 
 NOD Herrera et al., 2006; Rosignoli et al., 2006. 





Fernández-Martín et al., 2006a; Gonzalez-Rey et al., 
2006c; Li et al., 2006b; Cobo et al., 2013; 
 
Uveitis 
 EIU Lajavardi et al., 2007. 
 EAU Camelo et al., 2009; Keino et al., 2004. 
 
Síndrome de Sjögren 
 NOD Lodde et al., 2006. 
 
Pancreatitis 
 LPS y ceruleína  Kojima et al., 2005. 
 
Hepatitis 
 ConA Lou et al., 2009. 
Nota: Resumen de enfermedades inflamatorias y autoinmunes en las que se han mostrado efectos terapéuticos de VIP o sus 
análogos en modelos animales. La columna Modelo Experimental refleja el nombre del modelo animal de la enfermedad o el 
agente con el cual se induce la misma.   
Sin embargo, a pesar de todos los esfuerzos que se están realizando en relación al empleo de 
VIP en la terapia clínica, su uso como agente terapéutico se encuentra limitado fundamentalmente 
debido a su corta vida media. Este hecho resulta en una baja potencia y una corta duración de la 
acción en su aplicación clínica. Esto es debido a que tras la administración sistémica de VIP se produce 
una rápida digestión enzimática del péptido (Caughey et al., 1988; Goetzl et al., 1989; Gourlet et al., 
1997a). Dado el gran potencial terapéutico de VIP, se han realizado numerosísimos estudios acerca de 
la farmacocinética y las vías de administración adecuadas para el tratamiento con el péptido. Para 




15), tales como la modificación de la estructura convirtiéndola en cíclica, la administración conjunta de 
VIP con inhibidores de petidasas o la asociación de VIP a estructuras lipídicas o nanopartículas, entre 
otras estrategias. Las terapias génica y celular también se han empleado para el tratamiento con el 
péptido. El tratamiento con VIP, mediante el uso de vectores virales o plásmidos y la transferencia de 
células Treg, DCs o células madre mesenquimales generadas en presencia de VIP, ha sido empleado 
en modelos animales de artritis reumatoide, diabetes autoinmune, esclerosis múltiple y sepsis 
(Chorny et al., 2005; Gonzalez-Rey et al., 2006b; Gonzalez-Rey et al., 2006c; Herrera et al., 2006; Delgado 
et al., 2008a; Toscano et al., 2010; Cobo et al., 2013). Por otro lado, también se han empleado vías 
alternativas de administración, como la vía nasal o inhalación. Además de la exigüidad de su vida 
media, otro obstáculo que reduce el uso terapéutico de VIP es su capacidad de unirse, aunque a baja 
afinidad, a diferentes receptores, como el receptor de secretina o de GRF (Laburthe et al., 2007). Ésta 
podría ser la causa de la aparición de efectos secundarios como la hipotensión o la diarrea (Laburthe et 
al., 2007). Sumado a esto, otro problema es la posibilidad de unión del péptido a múltiples dianas 
celulares. Para solventarlo, son necesarias estrategias terapéuticas que permitan la especificidad de 
tejido. Por todo ello, actualmente se sigue investigando acerca de la creación de nuevos agonistas más 
estables y más selectivos, y  nuevas vías de administración que permitan resultados más satisfactorios. 
Así mismo, se trabaja en el estudio de su posología y toxicidad con objeto de aplicar el péptido en la 
terapia clínica en múltiples enfermedades.  
Tabla 14. Principales estrategias terapéuticas para el tratamiento con VIP. 
Estrategia terapéutica Referencias 
Desarrollo de análogos. Bolin et al., 1995a; Bolin et al., 1995b; Bolin et al., 1996; Moro et al., 1997; 
Xia et al., 1997; Nicole et al., 2000; Tams et al., 2000; Langer et al., 2004b; 
Onoue et al., 2004; Igarashi et al., 2005; Dangoor et al., 2006; Ohmori et 
al., 2006;  Dangoor et al., 2007; Dangoor et al., 2008; Onoue et al., 2011; 
Vessillier et al., 2012; Onoue et al., 2013. 
Asociación de VIP a lípidos, 
liposomas o micelas. 
Suzuki et al., 1995; Gololobov et al., 1998; Hatipoglu et al., 1998; 
Onyüksel et al., 1999; Onyüksel et al., 2003; Stark et al., 2007; Hajos et al., 
2008; Stark et al., 2008; Onyüksel et al., 2009; Gülçür et al., 2013; Sethi et 
al., 2013. 
Asociación de VIP a 
nanopartículas y otras 
moléculas. 
Bickel et al., 1993; Dufes et al., 2004; Dribek et al., 2007; Gao et al., 2007; 
Wernig et al., 2008; Fernandez-Montesinos et al., 2009; Ortner et al., 
2010; Reichstetter et al., 2013.  
Administración conjunta de VIP 
con inhibidores de peptidasas. 
Tam et al., 1990; Wollman et al., 2002. 
Terapia génica. Lodde et al., 2004; Herrera et al., 2006; Lodde et al., 2006; Zhang et al., 
2006b; Delgado et al., 2008a; St Hilaire et al., 2009; Toscano et al., 2010.  
Terapia celular. Chorny et al., 2005; Gonzalez-Rey et al., 2006b; Cobo et al., 2013. 
Nota: Resumen de las principales estrategias terapéuticas para el uso clínico de VIP. La tabla recoge algunos ejemplos de las 




4.1. VIP COMO AGENTE TERAPÉUTICO EN LA ARTRITIS REUMATOIDE 
La AR es un modelo de enfermedad sistémica, inflamatoria y autoinmune en la que se 
manifiestan las complejas relaciones que existen entre diferentes sistemas. Los procesos inflamatorios 
y patológicos que tienen lugar en la AR están regulados por múltiples interacciones entre los sistemas 
inmune, nervioso, endocrino y cardiovascular (Baerwald et al., 2000). La inervación neuroendocrina de 
la articulación es compleja, siendo numerosos los neurotransmisores y hormonas que modulan los 
procesos inflamatorios y patológicos desarrollados en la articulación (Sakane y Suzuki, 2000; Niissalo 
et al., 2002; Pongratz y Straub, 2013). Uno de estos mediadores es el neuropéptido VIP, el cual es 
secretado por las fibras sensoriales que inervan la articulación artrítica (Niissalo et al., 2002). 
El efecto terapéutico de VIP está asociado a una fuerte reducción de los dos principales 
componentes de la enfermedad, la autoinmunidad y la respuesta inflamatoria. A su vez, en la 
respuesta inflamatoria modula tanto la inmunidad innata como la inmunidad adaptativa. De tal modo 
que VIP es capaz de modular los eventos tempranos promovidos en la AR, inhibiendo el inicio y 
establecimiento de la autoinmunidad, así como las fases más tardías asociadas a la inflamación 
destructiva. Así, VIP inhibe todos los procesos característicos de la AR, como son la inflamación 
crónica sinovial, la formación del pannus y la degradación del cartílago, la erosión ósea y la 
deformación de la articulación (véase Figura 33).  
Figura 33. Acciones biológicas de VIP en la artritis reumatoide. 
 
Nota: Resumen de los principales factores y tipos celulares modulados por VIP durante la  respuesta inflamatoria desencadena 
en las articulaciones en la AR. El color azul indica Inducción y el color rojo Inhibición. 
En modelos experimentales de AR, se ha descrito la presencia de receptores para VIP y se ha 




artríticos durante el desarrollo de la enfermedad (Delgado et al., 2002a). Esos niveles elevados de VIP, 
así como la presencia de sus receptores, sugieren que este sistema endógeno puede actuar como un 
agente anti-reumático natural, activado en respuesta a las condiciones inflamatorias y autoinmunes 
(Delgado et al., 2002a). Sin embargo, la auto-regulación de la función inmune no se logra dada la 
severidad de la inflamación, la cual impide que se consiga el efecto regulador intrínseco. No obstante, 
la administración exógena de este neuropéptido en ratones artríticos si consigue inhibir el desarrollo 
de la patología, ya que el tratamiento con VIP da lugar al retraso del comienzo de la enfermedad, la 
reducción de la severidad de los síntomas y de la incidencia de CIA, y la prevención del daño en la 
articulación (Delgado et al., 2001; Zafirova et al., 2004; Chen et al., 2008b; Delgado et al., 2008a; Deng et 
al., 2010). El estudio de los modelos experimentales de AR ha permitido clarificar numerosas 
funciones de VIP en la AR. En relación a la autoinmunidad, se ha mostrado que VIP reduce los niveles 
de los auto-anticuerpos generados frente al colágeno (Vessillier et al., 2012). Asociado a la inflamación, 
se han descrito diversas citocinas pro-inflamatorias que son moduladas por VIP, incluyendo, TNFα, 
IFNγ, IL-1, IL-6, IL-11, IL-12, IL-17 e IL-18 (Delgado et al., 2001; Williams, 2002; Zafirova et al., 2004; 
Juarranz et al., 2005; Leceta et al., 2007; Chen et al., 2008b; Delgado et al., 2008a; Vessillier et al., 2012; 
Sheti et al., 2013). Contrariamente, este péptido aumenta la producción de citocinas anti-inflamatorias 
como IL-10, IL-4 o IL-1Ra (Delgado et al., 2001; Zafirova et al., 2004; Juarranz et al., 2005; Delgado et al., 
2008a; Sheti et al., 2013). Además de la expresión de citocinas, VIP inhibe la expresión de diversas 
quimiocinas (Delgado et al., 2001). Relacionado con la destrucción del cartílago y la erosión ósea se ha 
mostrado que VIP presenta un efecto protector (Juarranz et al., 2005). Se ha descrito que VIP inhibe la 
expresión de MMP-2 y MMP-9 en artritis experimental (Delgado et al., 2001; Sheti et al., 2013). 
Paralelamente, VIP previene de la erosión ósea mediante varios mecanismos. Por un lado, VIP 
disminuye la expresión de citocinas y otros mediadores inflamatorios involucrados en la destrucción 
de la articulación, como IL-1, TNF, IL-6, IL-11, IL-17, COX-2, iNOS y PGE2 (Juarranz et al., 2005). Por 
otro lado, VIP reduce la expresión de RANK y RANKL e incrementa la expresión de OPG, 
decreciendo el ratio RANKL/OPG (Juarranz et al., 2005; Deng et al., 2010). De tal modo que modula el 
sistema RANK/RANKL/OPG promoviendo la formación de hueso. Referente a la función de VIP 
sobre los linfocitos Th, VIP disminuye la expansión clonal de los linfocitos Th, reduciendo así la 
respuesta auto-reactiva de propia de la AR (Delgado et al., 2001; Chen et al., 2008b). Además de la 
expansión, se ha descrito que este neuropéptido es capaz de regular diferencialmente las distintas 
subpoblaciones Th. VIP inhibe la respuesta de tipo Th1 y regula el equilibrio Th1/Th2 disminuyendo 
la producción de IFNγ y los niveles de IgG2a (asociado a Th1) y aumentando la producción de IL-4 y 
los niveles de IgG1 (asociado a Th2) (Delgado et al., 2001; Zafirova et al., 2004; Delgado et al., 2008a; 
Deng et al., 2010). Sobre las células Th17 se ha descrito que VIP inhibe la funcionalidad de esta 
subpoblación linfoide en ratones artríticos (Juarranz et al., 2005; Leceta et al., 2007; Deng et al., 2010). 
Por otro lado, VIP presenta una acción anti-inflamatoria puesto que promueve la respuesta de tipo 




En humanos también se ha encontrado expresión de VIP en el tejido sinovial reumatoide 
(Pulsatelli et al., 2006) y se ha detectado expresión del péptido en el suero y el líquido sinovial de 
pacientes con AR (Buljevic et al., 2013; Martínez et al., 2014). Así mismo, en pacientes con AR, se ha 
descrito la expresión de receptores para VIP en los FLS, los cuales presentan una mayor expresión de 
VPAC2 que VPAC1 (Takeba et al., 1999; Juarranz et al., 2008). Respecto a VPAC1, se ha descrito una 
asociación entre la presencia de un polimorfismo en el receptor y la susceptibilidad de la AR (Delgado 
et al., 2008b). Numerosos efectos terapéuticos de VIP se han observado a partir de muestras 
procedentes de pacientes con AR. En primer lugar, VIP interviene en la modulación de características 
propias de la inmunidad innata. Este neuropéptido reduce la expresión y señalización en FLS de 
receptores tales como TLR4, el receptor inducible por ácido retinoico 1  (RIG-1, del inglés Retinoid acid 
Inducible Gene-1) y la proteína asociada a la diferenciación del melanoma 5 (MDA5, del inglés 
Melanoma Differentiation Associated protein 5), inhibiendo así la respuesta pro-inflamatoria 
desencadenada en la AR. (Gutiérrez-Cañas et al., 2006; Juarranz et al., 2006; Arranz et al., 2008a; 
Carrión et al., 2011). Por otra parte, relacionado con la inflamación, VIP disminuye la producción de 
citocinas pro-inflamatorias como TNFα, IFNγ e IL-6 y aumenta la producción de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 e IL-4 sobre FLS y linfocitos de sangre periférica (Takeba et al., 1999; Juarranz 
et al., 2004; Arranz et al., 2008a; Gutiérrez-Cañas et al., 2008; Carrión et al., 2011). Sumado a ello, este 
péptido inhibe la expresión de varias quimiocinas, tales como CCL2, CCL5 y CXCL8 sobre FLS y 
linfocitos de sangre periférica de pacientes con AR (Juarranz et al., 2004; Gutiérrez-Cañas et al., 2006; 
Juarranz et al., 2006; Arranz et al., 2008a; Gutiérrez-Cañas et al., 2008; Carrión et al., 2011). La expresión 
de otros mediadores de inflamación, como COX-2 y PGE2 también se modula en presencia de VIP en 
FLS de pacientes con AR (Pérez-García et al., 2011). Además de inhibir la producción de mediadores 
inflamatorios, VIP es capaz de inhibir la proliferación de las células sinoviales de los pacientes con AR 
(Takeba et al., 1999; Yin et al., 2005; Carrión et al., 2014). Por otra parte, VIP muestra una acción 
protectora sobre la destrucción del cartílago. Sobre FLS de pacientes con AR también se ha mostrado 
un efecto inhibidor de VIP sobre la producción de distintos mediadores de destrucción de la 
articulación, entre los que se incluyen MMPs y alarminas, como MMP-1, MMP-2 y MMP-3 y S100A8 y 
S100A9 (Takeba et al., 1999; Carrión et al., 2011; Carrión et al., 2014). En relación al efecto de VIP sobre 
los linfocitos Th, se ha descrito también en AR humana que VIP regula el equilibrio entre las 
subpoblaciones Th1/Th2 disminuyendo la producción de IFNγ y promoviendo la de IL-4, 
promoviendo por tanto la respuesta de tipo Th2  (Gutiérrez-Cañas et al., 2008). Además se ha descrito 
que VIP presenta un efecto modulador negativo de la subpoblación Th1 al inhibir la expresión de IL-
12p35 (Carrión et al., 2014). Así mismo, VIP presenta un efecto inhibidor sobre la respuesta causada 
por la subpoblación Th17 ya que este neuropéptido reduce la expresión de IL-23p19, IL-17RA e IL-
22R1 en FLS de pacientes con AR (Carrión et al., 2013; Carrión et al., 2014).  
La capacidad de VIP para modular las diferentes subpoblaciones Th, inhibir la expresión de 
mediadores de inflamación y degradación, promover la expresión de factores anti-inflamatorios, etc, 
sugiere que este neuropéptido podría ser un agente terapéutico en el tratamiento de pacientes con AR. 




génica ha sido una de estas estrategias terapéuticas empleadas, a través de la cual se consigue inhibir 
la inflamación y la destrucción del cartílago y el hueso (Zhang y Shen, 2006; Delgado et al., 2008a; 
Vessilier et al., 2012). Otro tipo de estrategias terapéuticas, como la inserción del péptido en micelas de 
fosfolípidos también han conseguido eficacia clínica en artritis experimental (Sheti et al., 2013). Todo 
ello promueve el posible uso de VIP en la clínica como agente terapéutico. Por otro lado, además del 
empleo de VIP como tal, se ha descrito su uso como marcador pronóstico en pacientes con AR 
(Martínez et al., 2014). Este estudio propone el empleo de VIP como biomarcador pronóstico para los 
pacientes con esta enfermedad. Los resultados de este trabajo muestran que, por un lado, existe una 
correlación negativa entre el índice de actividad de la enfermedad y los niveles de VIP en el suero de 
los pacientes y, por otro lado, los bajos niveles de VIP se asocian con una peor progresión de la 
enfermedad a pesar de la administración de un tratamiento mayor. En suma, la correlación de la 
deficiencia de VIP con el grado de actividad de la enfermedad, la expresión del péptido y sus 
receptores en el foco inflamatorio, los múltiples efectos moduladores descritos, así como la eficacia 
clínica mostrada en artritis experimental han propuesto que VIP puede ser un candidato terapéutico 
idóneo en la AR.  
4.2. VIP COMO AGENTE TERAPÉUTICO EN LA DIABETES AUTOINMUNE 
El desarrollo patológico de la T1D implica la interacción entre los sistemas endocrino, inmune y 
nervioso. Los islotes pancreáticos son una región fuertemente inervada por nervios parasimpáticos, 
simpáticos y sensoriales, los cuales contienen diversos neurotransmisores que regulan la función 
fisiológica del órgano (Ahrén, 2000). El neuropéptido VIP es una de estos neurotransmisores 
localizado en las fibras nerviosas de los islotes pancreáticos (Bishop et al., 1980).  Los receptores para 
VIP,  VPAC1, VPAC2 y PAC1, se han localizado en las células β pancreáticas de los islotes, capacitando 
a éstas células para responder al péptido (Inagaki et al., 1994; Borboni et al., 1999; Jamen et al., 2002).  
Los efectos beneficiosos de VIP en relación a la T1D se han observado en modelos animales en 
los que se han llevado a cabo experimentos in vitro e in vivo. Gracias al empleo de estos modelos, se ha 
demostrado que el tratamiento de ratones NOD con VIP reduce o inhibe el desarrollo de la insulitis y 
la aparición de la diabetes (Herrera et al., 2006; Rosignoli et al., 2006). Este neuropéptido por una parte 
es capaz de promover la función endocrina del páncreas, actuando de forma antagónica sobre el 
déficit de insulina característico de la enfermedad. Por otra parte, interviene sobre el componente 
inflamatorio ejerciendo un efecto inmunomodulador y anti-inflamatorio. De tal modo que, el efecto 
terapéutico de VIP estaría asociado tanto con el defecto en la secreción endocrina pancreática como 
con el proceso inflamatorio, que tienen lugar durante la T1D. En relación a la función endocrina 
pancreática, en primer lugar se ha descrito que VIP promueve el desarrollo del páncreas endocrino, 
aumentando la proliferación y la supervivencia de las células β pancreáticas inmaduras, lo que se 
traduce en un aumento de las células productoras de insulina (Rachdi et al., 2003). En segundo lugar, 
varias investigaciones han mostrado el efecto insulinotrópico de VIP, promoviendo la secreción de 




este mismo sentido, se ha descrito que la sobreexpresión VIP en tales células da lugar a niveles de 
glucosa en suero bajos y una elevada producción de insulina (Kato et al., 1994). Al contrario, ratones 
deficientes para VIP muestran elevados niveles de glucosa (Martin et al., 2010). Así mismo, 
corroborando los hallazgos obtenidos para VIP, se ha observado que diferentes agonistas de VPAC2 
promueven la biosíntesis y la secreción de insulina (Tsutsumi et al., 2002; Giordanetto et al., 2013).   
En relación a la inflamación, VIP es capaz de modular tanto las respuestas inmune innata como 
la adaptativa que se establecen durante el desarrollo de la T1D (véase Figura 34). Varios trabajos han 
mostrado el efecto de VIP sobre la producción de mediadores inflamatorios por parte de las células de 
ambos sistemas. En este sentido se ha descrito que VIP inhibe la producción de ON, TNFα e IL-12, a la 
vez que promueve la producción de PGE2 e IL-10 en los macrófagos activados de ratones NOD 
(Larocca et al., 2007). Además, VIP reduce la producción de IL-12 y aumenta la producción de TGFβ de 
los linfocitos Th procedentes de ratones diabéticos (Herrera et al., 2006; Rosignoli et al., 2006). Por otra 
parte, al mismo tiempo que regula la secreción de mediadores inflamatorios, VIP es capaz de modular 
las poblaciones Th de los ratones NOD. En este sentido se ha puesto de manifiesto que VIP regula el 
balance Th1/Th2 promoviendo la respuesta Th2 e inhibiendo la de tipo Th1 (Herrera et al., 2006; 
Rosignoli et al., 2006). Además, VIP induce la respuesta de las células Treg en estos ratones (Rosignoli 
et al., 2006). Todo ello conduce a la regulación de los balances entre las subpoblaciones Th 
favoreciendo la respuesta anti-inflamatoria.  
Figura 34. Acciones biológicas de VIP en la diabetes autoinmune. 
 
Nota: Resumen de los principales factores y tipos celulares modulados por VIP durante la respuesta inflamatoria desencadena 
en los islotes pancreáticos en la T1D. El color azul indica Inducción y el color rojo Inhibición. 
A pesar de que aún no se han realizado ensayos clínicos al respecto, la habilidad de VIP para 
modular las diferentes subpoblaciones Th, inhibir la producción de mediadores inflamatorios y 
promover la producción de insulina, hacen de este neuropéptido un candidato idóneo para el 

























En los últimos años, nuestro grupo y otros grupos de investigación han demostrado 
ampliamente el gran potencial terapéutico de este neuropéptido en numerosas enfermedades 
inflamatorias y/o autoinmunes. El efecto beneficioso que ejerce VIP sobre estas patologías se consigue 
gracias a múltiples mecanismos, entre los cuales se encuentran sus acciones biológicas sobre los 
linfocitos T. Respecto a esta población celular, nuestro grupo de investigación ha sido pionero en el 
análisis de los efectos de VIP y la expresión de sus receptores en los linfocitos T. Un subtipo de 
linfocito T lo constituye la subpoblación Th17. Tras su descubrimiento se ha destacado ampliamente 
su implicación en numerosas enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes. En base a estos hallazgos, 
el análisis del efecto de VIP sobre esta subpoblación linfoide presenta amplias proyecciones en 
relación al diseño de nuevas estrategias terapéuticas para este tipo de enfermedades. 
En este marco de investigación, los objetivos concretos de la presente Tesis Doctoral son:  
1. Estudiar el efecto de VIP sobre la activación de las células memoria Th17 y otras subpoblaciones 
T CD4 murinas y humanas.  
1.1. Analizar el efecto de VIP sobre la generación de diferentes respuestas Th murinas tras la 
activación in vitro de linfocitos T CD4 procedentes de ratones Balb/c. 
1.2. Caracterizar la expresión de los receptores VPAC1 y VPAC2 en las células memoria Th 
humanas procedentes de sangre periférica de donantes sanos tras su activación in vitro.  
1.3. Estudiar el efecto de VIP sobre el fenotipo de células memoria humanas Th17 y otras 
subpoblaciones T CD4 activadas in vitro.  
 
2. Analizar el efecto de VIP sobre la diferenciación de las células Th17 humanas a partir de 
linfocitos naïve T CD4 procedentes de cordón umbilical de donantes sanos.  
2.1. Caracterizar la expresión de los receptores VPAC1 y VPAC2 en las células Th durante su 
diferenciación in vitro hacia el subtipo Th17.  
2.2. Evaluar el fenotipo de las células Th17 diferenciadas in vitro en la presencia de VIP.  
 
3. Examinar el efecto de VIP sobre la polarización hacia la subpoblación Th17 de las células 
memoria T CD4 humanas procedentes de sangre periférica de donantes sanos.  
3.1. Caracterizar la expresión de los receptores VPAC1 y VPAC2 en las células Th polarizadas in 
vitro hacia el subtipo Th17.  
3.2. Evaluar el efecto de VIP sobre el fenotipo de células memoria humanas Th polarizadas in vitro 
hacia la subpoblación Th17.  
 
4. Determinar el efecto de VIP in vivo sobre las diferentes subpoblaciones T CD4 en el modelo 






5. Analizar el efecto de VIP sobre las células memoria Th17 y otras subpoblaciones Th humanas 
procedentes de sangre periférica de pacientes con artritis reumatoide temprana.  
5.1. Estudiar las respuestas Th17, Th17/1 y Treg/Th17 de los linfocitos Th memoria tras su 
activación, y tras su polarización hacia Th17 in vitro en pacientes con artritis reumatoide 
temprana comparando con donantes sanos.  
5.2. Caracterizar la expresión de los receptores VPAC1 y VPAC2 en las células Th durante su 
activación y polarización hacia Th17 in vitro. 
5.3. Evaluar el efecto de VIP sobre el fenotipo de células memoria Th17 y otras subpoblaciones T 
CD4 activadas in vitro.  
5.4. Determinar el efecto de VIP sobre el fenotipo de células memoria Th polarizadas in vitro hacia 





































Effect of VIP on the balance between cytokines and 
master regulators of activated helper T cells. 
 
Rebeca Jimeno, Javier Leceta, Carmen Martínez, Irene Gutiérrez-Cañas, Selene Pérez-
García, Mar Carrión, Rosa P Gomariz, Yasmina Juarranz. 
 






























Effect of VIP on the balance between cytokines and
master regulators of activated helper T cells
Rebeca Jimeno1, Javier Leceta1, Carmen Martı´nez2, Irene Gutie´rrez-Can˜as1, Selene Pe´rez-Garcı´a1,
Mar Carrio´n1, Rosa P Gomariz1 and Yasmina Juarranz1
CD4T helper cells are decisive in the struggle against pathogens and in maintaining immune homeostasis. Nevertheless, they
also drive immune-mediated disease. Recently, emerging evidence suggests that seemingly committed Th cells possess plasticity
and may convert into other types of effector cells. Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) is an immunomodulator neuropeptide,
which is able to promote or inhibit individually the differentiation or function of some T-helper subsets. We conducted ex vivo
study with erythrocyte-depleted spleen cells from healthy mice to check the balance between cytokines and master regulators of
different T-helper subsets. This neuropeptide adversely affected the differentiation and functionality phases of Th17 cells and
had a negative influence on cytokines related to Th1 function, increasing Th17 cells over those of the Th1 cell subset. With
respect to Th2 subsets, VIP augmented the interleukin (IL)-4/IL-9 mRNA ratio, and a negative correlation between IL-4 and IL-9
was observed in culture supernatants. VIP augmented Th2 relative to Th1 in cell subsets. VIP decreased the iTreg/Th17 balance.
Regarding the induced T-regulatory (iTreg)/Th1 balance, VIP increased the presence of immunoregulatory cytokines in relation to
IFNc. Although additional studies are needed to clarify the role of VIP on the balance between cytokines and master regulators
during T-helper differentiation, our data show that VIP reduces Th17/Th1 and Th1/Th2 ratios. However, the iTreg/Th17 ratio was
differently counterbalanced, probably because of culture conditions. Finally, this is the first study showing that VIP also
modulates Th2/Th9 and iTreg/Th1 ratios.
Immunology and Cell Biology (2012) 90, 178–186; doi:10.1038/icb.2011.23; published online 29 March 2011
Keywords: master regulators; signature cytokines; T-cell subsets; vasoactive intestinal peptide
Innate and adaptive immunity are the major elements in the immune
system. CD4T cells (effector or T-helper cells) have critical roles
during adaptive immune responses, as they help B cells to make
antibodies and they recruit CD8T cells, macrophages, mast cells,
neutrophils, eosinophils, basophils and other effector cells. Their
cytokine secretion patterns, together with the tissue location, decide
the diverse functions of these cells. So far, following their expression of
specific transcription factor (master regulators), their cytokine secre-
tion pattern and their function, naı¨ve CD4T cells can differentiate
into four major lineages: Th1, Th2, Th17 and induced T-regulatory
(iTreg) cells, although other Th lineages could be regarded as subsets
(follicular helper T cells (TFH), Th9 or Th22).
1–8 Classically, T-bet
(Th1), GATA-3 (Th2), RORgt (Th17) and Foxp3 (Treg) are the main
master regulators for each Th subset that produce a pattern of
cytokines in response to their activation. Lastly, recent emerging
evidence suggests that under certain conditions, seemingly committed
Th cells possess plasticity and may convert into other types of effector
cells.3,7,9,10 With respect to this, several plasticity modes of T-cell
subsets have recently been described between iTreg and Th17, Th1 and
Th17, iTreg and Th1 or Th2 and Th9. Mechanisms that have power
over the plasticity of CD4T cell subsets comprise cellular conditions,
clonality, transcriptional circuitry and chromatin modifications.3,11
Vasoactive Intestinal Peptide (VIP), a neuropeptide that is widely
distributed in the central and peripheral nervous system, is produced
by several endocrine and immune cells, including T cells. This
neuropeptide functions through binding to its specific receptors,
VIP and PACAP receptor type I (VPAC1) and VIP and PACAP
receptor type II (VPAC2) that belong to class II of G-protein-coupled
receptors.12–18 VIP is one of the best-studied immunoregulatory
peptides that can modulate both innate and adaptive immunity,
showing a predominantly anti-inflammatory function. It is perhaps
noteworthy that in vivo data indicate that VIP treatment may
have promising outcomes in the treatment of inflammatory and
autoimmune disease such as septic shock, rheumatoid arthritis,
autoimmune diabetes, Sjo¨gren’s syndrome, multiple sclerosis and
inflammatory bowel disease.13–15,18–22
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What otherwise is known about the effect of VIP on the different
CD4T cell subsets? It is well known that it decreases Th1 responses,
increases Th2 response, regulates Th17 differentiation and promotes
T-regulatory functions in both in vivo and in vitro studies.13–15,23–29
Notably, all these studies have been conducted considering the effect of
VIP on one or two T-cell subsets but not all at once. Nevertheless,
taking into account new data about the plasticity and heterogeneity of
T-cell subsets, it is important to reconsider the VIP effect on different
T-cell subsets, examining the balance between cytokine production
and master regulators from each T-helper subset more closely. In this
study, we have recently demonstrated that VIP decreases the Th1/Th17
and Th1/Th2 ratios and switches the Tregs/Th17 ratio that counter-
balances tolerance and immunity during the development of
autoimmune diabetes.30
Given the discrepancy that sometimes exists between in vivo and
in vitro studies, the main objective of this work was to evaluate in
activated murine T cells from healthy mice ex vivo, the balance
between cytokine production and master regulators from each of
the classic T-helper subsets after VIP treatment, analyzing the
Th1/Th17, Th1/Th2, Th2/Th9, iTreg/Th17 and iTreg/Th1 ratios.
RESULTS
VIP lowers the number of viable cells throughout culture days
We carried out MTT assay in order to determine whether the VIP
treatment affects cell growth/survival during culture days (Figure 1a).
After isolation, erythrocyte-depleted spleen cells from healthy mice
were activated with anti-CD3- and anti-CD28-coated beads, and the
number of viable cells increased over resting values (non activated)
throughout the culture periods. Treatment with 10nM of VIP signi-
ficantly decreased the number of viable cells on days 2, 3 and 5 of
culture.
Analysis of cell populations in cultures after VIP treatment
Taking into account the different immune cells present in the culture,
we carried out flow cytometry assays. The activation with anti-CD3-
and anti-CD28-coated beads resulted in an increase of T lymphocytes
over the other cells present in the culture on day 5 relative to day 1.
The T lymphocyte/other cells ratio augmented 1.78-fold in resting
condition (non activated), whereas it increased 11.90-fold in activated
condition (data not shown). Treatment with VIP increased the
percentage of CD8+ T lymphocytes. A slight reduction in CD19+ on
day 2 was observed after VIP treatment, whereas nonsignificant effect
was detected on CD4+, CD11c+ and CD11b+ cells (Figure 1b).
VIP effect on cytokines related to the stabilization/functionality of
the Th17 cell subset
Previous reports using animal models of inflammatory/autoimmune
disease demonstrate that VIP treatment interferes with the functional
phase of Th17 cells in non-obese diabetic (NOD) mice, and decreases
interleukin (IL)-17 and IL-23 cytokine expression in a collagen-
induced arthritis model.25,30,31. On the other hand, previous in vitro
studies show that VIP induces Th17-like differentiation through
VPAC1 receptor.29 To solve this discrepancy, we studied the produc-
tion of cytokine involved in the differentiation (IL-6 and transforming
growth factor (TGFb1)), stabilization/amplification (IL-23) and func-
tion (IL-17, IL-22, IL-21 and tumor necrosis factor (TNFa)) of the
Th17 subset,32 although IL-21 has also been shown to participate in
the differentiation/amplification of Th17 cells1. The presence of VIP in
the culture did not modify IL-6 levels. However, it significantly
increased the levels of TGFb1 on day 5 and the presence of IL-23 in
culture supernatants on day 3 (Figure 2). When we checked the
cytokines produced by Th17 cells in culture supernatants, we observed
that VIP treatment significantly reduced the presence of IL-17, IL-22
and TNFa (Figure 2). Thus, VIP could have a negative effect on Th17
differentiation by increasing TGFb1 production on day 5; in contrast,
Figure 1 Effect of VIP on growth/survival of erythrocyte-depleted spleen cells
present throughout the culture days and analysis of cell populations in the
culture and effect of VIP treatment. (a) Quantization of live cells using MTT
assay was performed as described under methods section. Number of viable
cells was analyzed on days 1, 2, 3 and 5 of culture in resting, activated
(treated with anti-CD3/anti-CD28-coated beads plus rIL-2) and activated
plus VIP conditions. Results are the percentage of the absorbance compared
with activated cells at day 5 of culture (A570¼1.140±0.039) and represent
the mean of four separate experiments conducted in triplicate. (b) Cell
suspensions from resting, activated and activated plus VIP cultures were
collected on days 1, 2, 3 and 5 and processed for immunofluorescence
staining as described under methods section. FITC-conjugated rat anti-
mouse CD11b and FITC-conjugated Armenian hamster anti-mouse CD11c
were used to detect mainly macrophages and dendritic cells, respectively.
Lymphocytes were labeled with phycoerythrin-conjugated rat anti-mouse CD4
and FITC-conjugated rat anti-mouse CD8. And, finally, FITC-conjugated rat
anti-mouse CD19 were used to detect B lymphocytes. Cells were analyzed
on a FACSCalibur flow cytometer. Data are the mean±s.e.m. of two different
experiments conducted in triplicate. Differences between activated and
activated plus VIP conditions were statistically significant, *Po0.05,
**Po0.01, ***Po0.001.
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the increase in IL-23 levels by day 3 could reflect an increase in
stabilization of Th17 cells. In conclusion, VIP adversely affects
differentiation and functionality of T cell, and perhaps its amplifica-
tion via IL-21.
VIP effect on cytokines related to the differentiation/functionality
of the Th1 cell subset
An increasing body of data show that VIP decreases cytokine and Th1
transcription factor, in both in vivo and in vitro studies.13–15,21,24,28,33
In this study IL-12p70 is the cytokine involved in Th1 differentiation
and interferon g (IFNg) is produced mainly by effector Th1 cells,8,34
although other cytokines, such as TNFa, can be produced by this
subset.3 Figure 3a shows that VIP-affected cytokines involved in
differentiation/functionality of Th1 cells differently, as IL-12p70 was
slightly augmented and IFNg (Figure 3a) or TNFa (Figure 2)
decreased significantly after VIP treatment. Thus, VIP has a negative
influence on cytokines related to Th1 function.
VIP enhances the balance between cytokines and transcription
factors of Th17 and Th1 subsets: analysis of the Th17/Th1 ratio
Th1 and Th17 are involved in the pathogenesis of many inflammatory
and autoimmune disorders, but which of the two subsets is more
important in these pathologies is unclear. In addition, in vivo and
in vitro studies show plasticity from Th17 towards Th1 subsets.3,7,35,36
Thus, beyond studying the VIP effect on individual T-helper subsets,
it could be more enlightening to study the balance between Th17/Th1
subsets. With respect to this, our previous studies show that treatment
with VIP increased the Th17/Th1 ratio in NOD mice, whereas it was
decreased with the development of autoimmune diabetes in untreated
NOD mice.30 Analysis of protein levels indicated that there is a
positive correlation (r¼0.99, Po0.001) between IL-17 and IFNg
levels in the supernatants of activated culture cells in absence of
VIP treatment (data not shown). On the other hand, the ratio
between the expression of transcription factors that commit to
Th17 (RORgt) and Th1 (T-bet, encoded by Tbx21) increased sig-
nificantly in the presence of VIP in activated culture cells on days 3
and 5 (Figure 3b). IL-12 comprises the IL-12p35 and IL-12p40
subunits and shares the latter with IL-23. In this study, the IL-
23p19/IL-12p35 mRNA ratio was also augmented in the presence of
VIP (Figure 3b). The mRNA expression ratio between IL-17 and
IFNg, the signature cytokines for Th17 and Th1, respectively, also
showed the same result described above in the presence of VIP
(Figure 3b). Hence, the presence of VIP increased the cytokines and
transcription factors typically related to Th17 cells over those of the
Th1 cell subset in activated erythrocyte-depleted spleen cells.
VIP influence on cytokines related to the differentiation/
functionality of the Th2 cell subset
VIP has been widely reported to increase levels of cytokines and Th2
transcription factor, in both in vivo and in vitro studies,13–15,21,24,28,33
here, mRNA expression of GATA3 was increased in the cell culture after
VIP addition. GATA3 mRNA expression relative to b-actin (2DDCt)
values on day 5 for activated and activated plus VIP cells were
1.42±0.28 and 1.95±0.30, respectively (no significant data). IL-4, the
signature cytokine for Th2, showed the same mRNA expression pattern
as GATA3. IL-4 mRNA expression relative to b-actin (2DDCt) values on
day 5 for activated and activated plus VIP cells were 0.09±0.01 and
0.24±0.03, respectively (***Po0.001). Nevertheless, the addition of VIP
to the culture resulted in a decrease in the culture supernatants of IL-4
and IL-10, cytokines produced, in other cells, by Th2 subsets (Figure 4a).
A population of IL-9-producing cells has recently been described,
deriving from Th2 cells in response to TGFb1 in the presence of IL-4
(refs 6, 37). This finding may represent an example of Th2 plasticity.
To check whether this event occurred in our studies, we measured IL-9
mRNA expression by quantitative real-time PCR and studied the
balance between IL-4 and IL-9 expressions (Figure 4b, left). The
presence of VIP in these activated cultures significantly increased
the IL-4/IL-9 mRNA expression ratio. We examined the correlation
between both cytokines in culture supernatants (Figure 4b, right).
Although there was a positive correlation (r¼+0.90) between IL-4 and
IL-9 in activated cultures, a negative correlation (r¼0.10) between
both was observed in presence of VIP. Thus, VIP could have a negative
influence, at least within these culture conditions, on the possibility
that Th2 can ‘re-program’ to become IL-9-producing cells (Th9).
VIP reduces the balance between cytokines and transcription
factors of Th1 and Th2 subsets: analysis of the Th1/Th2 ratio
The Th1/Th2 paradigm has been the subject of intense investigation
in inflammatory/autoimmune pathologies. Figure 4c shows that the
presence of VIP in these cultures results in a decrease in T-bet
(Tbx21)/GATA3 transcription factor ratio on day 5 and in the IFNg/
IL-4 cytokines ratio on days 3 and 5. These data confirm that VIP
increases Th2 relative to Th1 cell subsets.
Figure 2 VIP effect on cytokines typically relate to the stabilization/
functionality of Th17 cell subset. Protein expression of IL-6, TGFb, IL-23,
IL-17, IL-21, IL-22 and TNFa was analyzed in culture supernatants by
ELISA test on days 3 and 5 of culture as described in under methods
section. Data are the mean±s.e.m. of six different samples. Differences
between activated and activated plus VIP conditions were statistically
significant; *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001.
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VIP modulates the proportion of CD4+CD25+ cells and
immunoregulatory cytokines
Although very high expression of IL-2Ra (CD25) is achieved upon
activation of conventional T cells in vitro, this expression is highly
transient and the IL-2Ra low phenotype is associated with effector T
cells. In contrast, the IL-2Ra high phenotype marks Treg cells.38,39
Figure 5a shows that the percentage of CD4+CD25+ cells increased
between days 3 and 5 of culture. However, the percentage of double-
positive cells cultured in the presence of VIP was significantly
decreased on day 5 (Figure 5a, upper). The mRNA expression of
Foxp3, which is closely associated with the suppressive function of
CD4+CD25+ cells, increased in the same manner as these double-
positive populations in activated cells (Figure 5b). The presence of VIP
in the culture increased the mRNA expression of the transcription
factor of this Treg on days 1 and 3 but, however, it decreased its
expression on day 5, according to the percentage of CD4+CD25+ cells
obtained. TGFb is an important mediator of induced Treg (iTreg) cell
production, and together with IL-10, is considered an immuno-
regulatory cytokine.40 VIP increased the levels of TGFb1 (Figure 2),
but nonetheless decreased the levels of IL-10 in culture supernatants
(Figure 4a). Thus, the presence of VIP in these culture conditions
(with recombinant mouse IL-2) could reduce the proportion of iTreg
in activated erythrocyte-depleted spleen cell cultures, although TGFb1
was augmented.
The presence of IL-2 in the culture medium has previously been
described to bypass VIP suppressor activity of human regulatory
T cells.27 To try to explain the discrepancies between the results
presented in this paper and previous studies, in which VIP promotes
the generation of regulatory T cells, we cultured activated erythrocyte-
depleted spleen cells in the presence of VIP and without IL-2. In this
case, VIP notably increased the percentage of CD4+CD25+ cells on day
5 of culture (10.6±0.55 and 30.7±1.60 for activated and activated
plus VIP, respectively). Foxp3 mRNA expression was also increased by
VIP, but not significantly (data not shown). Consequently, the absence
of IL-2 in the culture medium was crucial for the generation of
CD4+CD25+ cells by VIP.
VIP decreases the balance between cytokines and transcription
factors of iTreg and Th17 subsets: analysis of the iTreg/Th17 ratio
As in previous cases, it is interesting to study the balance between
iTreg and Th17 cells, as iTreg cells may be able to convert into Th17
cells.3,7,9,34 It has been previously demonstrated that VIP increases this
balance in vivo using NOD mice as models of inflammation and
autoimmunity.30 We checked the ratio between transcription factors
for both Th subsets and the cytokines involved in their differentiation.
Figure 6a shows that VIP notably decreased the Foxp3/RORgt and
TGFb1/IL-6 mRNA expression ratios on days 3 and 5 of cell culture.
Analysis of balance between the two immunoregulatory cytokines
(TGFb1 and IL-10) and IL-17 indicated that VIP significantly
increased the TGFb1/IL-17 mRNA expression ratio. However, in
contrast, no differences were observed in the IL-10/IL-17 ratio
between activated and activated plus VIP cell cultures. All these results
show that VIP decreases the ex vivo iTreg/Th17 balance in activated
erythrocyte-depleted spleen cells.
VIP modulates the balance between cytokines and transcription
factors of iTreg and Th1 subsets: analysis of the iTreg/Th1 ratio
Recent findings suggest that Treg cells are able to convert in vitro into
Th1 subset under certain conditions, such as a high dose of exogenous
IL-2 (refs 3, 7, 41) With regard to the plasticity between these
Th subsets and our culture conditions, we checked the VIP effect on
the balance between iTreg and Th1 cells. Our results show that VIP
decreased the Foxp3/T-bet mRNA expression ratio (Figure 6b). On the
other hand, the balances between the immunoregulatory cytokines
(TGFb1 and IL-10) and IFNg were notably augmented in the presence
of VIP in these activated cell cultures on days 3 and 5. This means that,
Figure 3 VIP effects on cytokines typically relate to the Th1 cell subset and on the Th17/Th1 cell subsets ratio. (a) Protein expression of IFNg and IL-12p70
was analyzed in culture supernatants by ELISA test on days 3 and 5 of culture as described under methods section. Data are the mean±s.e.m. of
six different samples. Differences between activated and activated plus VIP conditions were statistically significant; *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001.
(b) mRNA expression of RORgt, T-bet, IL-23p19, IL-12p35, IL-17 and IFNg was determined by real-time PCR on days 3 and 5 of culture as described
under methods section. The ratios between mRNA expression of RORgt/T-bet, IL-23p19/IL-12p35 and IL-17/IFNg are shown. Data are the mean±s.e.m. of
six different samples. Differences between activated and activated plus VIP conditions were statistically significant; *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001.
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at least where cytokines are concerned, VIP increases the presence of
iTreg in relation to Th1 cells.
DISCUSSION
The effects of VIP have been extensively studied because of its clearly
demonstrated function on innate and adaptive immunity, having a
beneficial effect on the development of several autoimmune disorders.
In this study we aimed to extend knowledge of the VIP effect on CD4T
cells. We focused on the effects of VIP on different CD4Tsubsets, given
the fact that different subsets have several roles in the development of
autoimmune and inflammatory disorders, as well as in immune
regulation.
For this purpose we tried to choose an ex vivo T-helper differentia-
tion model from healthy mice without polarization conditions and
with the presence of other immune cells such as B lymphocytes,
macrophages or dendritic cells, thus trying to reproduce an in vitro
model as close as possible to an in vivomodel. This meant that initially
we had to review the viability and the different cell types present in the
culture of activated erythrocyte-depleted spleen cells as compared with
cultures that had no VIP. It is the case that VIP decreased the viability
of these cells when compared with cultures that had no VIP, according
to previous papers that describe the inhibition of proliferation of
mouse T cell and induction cell-cycle arrest in allogenic-activated
human T cells.27,42 As expected, the proportion of T lymphocytes was
increased after activation, whereas B lymphocytes, macrophages and
dendritic cells decreased throughout cell culture. VIP reduced the
percentage of CD4+ cells but significantly increased that of CD8+ cells
on day 5. The first result has previously been described but none-
theless little is known about VIP and CD8T cell proliferation, showing
that VIP decreased CD8T cell proliferation.27,43 More studies are
needed to clarify this discrepancy but different culture conditions
may explain it.
Although T cells preferentially express lineage-defining trans-
cription factors and produce signature cytokines, new insights suggest
that it is probably more accurate to view the process of Th cell
differentiation in the framework of varying ratios of master regulators
and signature cytokines, expression of which is regulated by an array
of extrinsic and intrinsic factors. In fact, this regulated expression is
probably the reason why several modes of plasticity of T-cell subsets
have been described between iTreg and Th17, Th1 and Th17, iTreg and
Figure 4 VIP effects on cytokines typically relate to the Th2 cell subset and on the Th1/Th2 cell subsets ratio. (a) Protein expression of IL-4 and IL-10 was
determined in culture supernatants by ELISA test on day 3 and 5 of culture as described under methods section. mRNA expression in activated and
activated plus VIP cells are shown. (b) (left): mRNA expression of IL-4 and IL-9 was determined by real-time PCR on day 1, 2, 3 and 5 of culture. The ratios
between mRNA expressions of IL-4/IL-9 throughout cell culture are shown. (b) (right): Protein expression of IL-4 and IL-9 was determined in culture
supernatants by ELISA test on days 1, 2, 3 and 5. Correlations between both cytokines are shown, correlation values were r¼+0.90 and r¼0.10 for
activated and activated plus VIP, respectively. (c) mRNA expression of T-bet, GATA3, IFNg and IL-4 was determined by real-time PCR on day 3 and 5 of
culture. The ratios between mRNA expression of T-bet/GATA3, IFNg/IL-4 are shown. In all cases, data are the mean±s.e.m. of six different samples.
Differences between activated and activated plus VIP conditions were statistically significant; *Po0.05, ***Po0.001.
VIP and T helper cell balances
R Jimeno et al
182
Immunology and Cell Biology
Th1, and Th2 and Th9 (Supplementary Figure). Thus, stability should
certainly not be assigned to each T-helper subset on the basis of the
presence of a transcription factor or the production of cytokine; in
fact, it may be safer to view cytokine-producing subsets in probabil-
istic terms.9
The first paradigm for T-helper functional diversification was the
description of Th1 and Th2 CD4 effector subsets.2 Thereafter, the VIP
effect on the Th1/Th2 balance has largely been studied in both in vivo
and in vitro studies.13–15,23,24,28,30,44 The results presented here confirm
that VIP increases cytokines and master regulators for Th2 relative to
those of the Th1 cell subset. Although a decrease of Th1 cytokine
signature was observed, IL-12p70 was increased after VIP treatment
on day 3. VIP decreased IL-12p70 in different inflammatory/auto-
immune animal models.13,15,21,33 Regarding to in vitro studies, VIP
inhibited IL-12 production in LPS-stimulated macrophages,45 and
however, induced IL-12p70 secretion by dendritic cells.46 In these ex
vivo studies, cells and conditions of culture are different. On the other
hand, previous studies show that Th2 cells may become a population
of IL-9-producing cells.6,37 This population, named Th9, promotes
in vivo tissue inflammation.37 It is unclear whether IL-9 producers
should be considered a new subset, to be called Th9, or whether
expression of this cytokine reflects adaptation of Th2 cells to a change
in the microenvironment.3 The results presented here represent an
initial study of the effect of VIP upon the Th2/Th9 balance, showing a
negative correlation between IL-4 and IL-9 supernatant levels in these
cultures and also on the possibility that Th2 cells could ‘re-program’ to
become IL-9-producing cells (Th9).
The influence of VIP on cytokines and master regulators of Th17
cells has been also studied. Although VIP decreased cytokines related
to Th17 in several animal models of inflammatory/autoimmune
disease,23,25,30,44 an in vitro study showed that VIP in the presence
of TGFb induces differentiation of Th17 cells from mouse CD4T
cells.29 In the present results, VIP could interfere in differentiation and
inhibit the functionality phase of Th17 cells. The discrepancies
between this ex vivo study and previous observations could be a
reflection of different culture conditions such as the company of other
immune cells and the presence of IL-2 in the culture medium.29 On
the other hand, the main results presented in this article correspond to
cultures in the co-presence of VIP and TGFb but not with VIP alone.
It has been long described that TGFb is necessary for Th17 cell
differentiation. Results presented by Yadav et al.29 showed no increase
of IL-17 and IL-22 levels when CD4T cells where cultured in the
presence of VIP alone, corroborating our results.
In vitro Th17 differentiation shows a STAT4- and T-bet-dependent
plasticity towards a Th1 profile in mice and humans.3,9 The evidence
increasingly points to the conversion of Th17 cells into Th1 cells, as
being more important for the pathogenesis of autoimmune dis-
orders.35,36 Our ex vivo results confirm those previously observed in
studies in NOD mice,30 demonstrating that the presence of VIP in
activated erythrocyte-depleted spleen cells increases cytokines and
master regulators typically related to Th17 cells over those of the
Th1 cell subset.
The effects of VIP on the master regulator and immune cytokines of
iTreg subsets were surprising. In contrast to what has previously been
described using in vivo and in vitro autoimmune/inflammatory
models,15,23,27,30,47 the presence of VIP in activated erythrocyte-
depleted spleen cells cultures could reduce the proportion of
CD4+CD25+ cells and Foxp3 mRNA expression, associated with
iTreg. These discrepancies could be explained by the presence of
IL-2 in the culture medium. Results on activated cells show that the
percentage of CD4+CD25+ cells on day 5 decreased from 29.6±1.53 in
the presence of IL-2 to 10.6±0.55 when IL-2 was not present in
culture medium. These results are consistent with previously described
findings38 that IL-2 is necessary for iTreg differentiation. However, its
presence somehow affects the role of VIP on in vitro iTreg generation27
and these results.
Another described model of plasticity of T-cell subsets is the
transformation of iTreg in Th17 cells. Thymus-derived Treg cells
have stable Foxp3 expression, but iTreg cells generated in vitro are
unstable.48 Two cytokines with opposite effects, TGFb and IL-6,
cooperate to induce the differentiation of Th17 cells. However,
TGFb alone drives the conversion of naı¨ve T cells into Foxp3+ Treg.
Thus, an inflammatory environment tilts the balance between
iTreg and Th17 differentiation. VIP decreased mRNA expression of
Foxp3/RORgt and TGFb/IL-6 balance. Nevertheless, mRNA expres-
sion between cytokines related to both subsets, IL-10/IL-17 and
TGFb/IL-17, did not show this pattern after VIP treatment. This
means that VIP decreases the iTreg/Th17 ratio in activated erythro-
cyte-depleted spleen, contrary to previous in vivo results in CIA-model
and NOD mice.23,30 The Foxp3/RORgt mRNA expression ratio
increased in the absence of IL-2 on day 5 of culture (data not
Figure 5 VIP decreases CD4+CD25+ T-cells percentage and Foxp3 mRNA
expression. (a) Flow-cytometry analysis of CD4+CD25+ T cells was carried
out on cell suspensions from activated and activated plus VIP cultures on
days 3 and 5. Cells were stained with phycoerythrin-conjugated rat anti-
mouse CD4 and FITC-conjugated rat anti-mouse CD25 monoclonal
antibodies, and analyzed on a FACSCalibur flow cytometer. The indicated
proportion of positive cells was determined in the gate of lymphocytes based
on forward scatter versus side scatter parameters. A representative example
(above) and the mean of double-positive cells (down) are shown. (b) Foxp3
mRNA expression was determined by real-time PCR on day 1, 2, 3 and 5 of
cell culture. mRNA expressions in activated and activated plus VIP cells are
shown. Data are the mean±s.e.m. of six different samples. Differences
between activated and activated plus VIP conditions were statistically
significant; **Po0.01, ***Po0.001.
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shown). This would again be because of the presence of IL-2, as VIP
decreased iTreg when IL-2 is present in the culture.
The iTreg subset can be also destabilized in vitro by the presence of a
high IL-2 concentration and, as a consequence, this T-helper popula-
tion becomes Th1 subset.3,7,41 Taking into account this flexibility or
plasticity of iTreg, we checked the effect of VIP on the balance between
master regulators and cytokines of iTreg and Th1 subsets. VIP
increased the presence of cytokines related to iTreg (IL-10 and
TGFb) compared with the signature cytokine for Th1 cells, IFNg.
This effect was not observed at the level of the master regulators of
both T-helper subsets.
In view of previous and present findings it is necessary to establish
standard culture conditions for examining the VIP effect on in vitro
T-helper differentiation. In addition, further analyses are needed to
determine the mechanisms involved in the VIP effects on T cells
described in this study. It is known that VIP exerts its function
on these cells through binding to specific receptors, VPAC1 and
VPAC2. VPAC1 mRNA expression is higher than VPAC2 expression
in human resting CD4T cells, even though no VPAC2 mRNA expres-
sion appears in mouse resting CD4T cell. The activation of CD4T
cells induces downregulation of VPAC1 and upregulation of VPAC2
receptor.49,50 The study of the VIP receptor pattern on the different
subsets analyzed in this work could provide relevant information on
the observed effects. On the other hand, as underlying epigenetic
mechanisms determine the specificity and plasticity of effector and
regulatory T cells,3,9,11 additional studies are needed to establish
whether VIP somehow affects this framework during T-helper
differentiation. Finally, recent studies indicate that flexibility in
expression of master regulators and cytokines is relatively common,
so it will be more fruitful to consider the VIP effect on their levels
and ratios, as they change during the course of immune stimulation.
On the other hand, the effect of VIP on one cytokine involved in
different T-helper differentiation could have a domino effect on
several subsets.
In conclusion, although additional studies are needed to clarify the
role of VIP on the balance between cytokines and master regulators
during T-helper differentiation, our data using activated erythrocyte-
depleted spleen cells from healthy mice as ex vivo model show that
VIP modulates Th17/Th1 and Th1/Th2 ratios in the same way as in
previous in vivo studies. However, the iTreg/Th17 ratio was differently
counterbalanced, probably because of culture conditions. Finally, this




Spleens from healthy 6–10-week-old Balb/c mice were removed and gently
minced in a stainless steel sieve. Erythrocyte-depleted spleen cells were seeded
in U-bottom 96-wells plates at 1106 cell per ml in RPMI 1640 media
(Life technologies, Barcelona, Spain) supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum (Lonza, Verviers, Belgium) and 1% penicillin/streptomycin
(Life technologies). Cell cultures were maintained during 5 days at 37 1C in a
humidified 5% CO2 environment. Three types of treatment were established in
the culture: resting condition (non activated), activated with anti-CD3- and
anti-CD28-coated beads (Life technologies) plus 20 ngml-1 recombinant mouse
IL-2 (eBioscience, San Diego, North America) and activated plus 10nM VIP
(Neosystem, Strasburg, France).
Cell viability measurement: MTT assay
A colorimetric method was used to estimate cell viability of cultured
erythrocyte-depleted spleen cells using 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide thiazol (MTT) blue test, as previously described in
Gutie´rrez-Can˜as et al.49 Briefly, 10ml of 0.5mgml1 MTT (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain) was added to each well. After 4 h at 37 1C in a humidified
5% CO2 environment and darkness, 0.04N HCl in isopropanol was added to
stop formazan production. Absorbance at 570 nm was measured in the plate
reader (UVM 340 microplate reader, ASYS HITECH GMBH, Eugendorf,
Austria).
Figure 6 VIP modulates the iTreg/Th17 and iTreg/Th1 balances in a different way. mRNA expression of Foxp3, RORgt, Tbx21 (T-bet), TGFb, IL-6, IL-10,
IL-17 and IFNg was determined by real-time PCR on days 3 and 5 of cell culture. (a) For iTreg/Th17 balance, the ratios between mRNA expressions of
Foxp3/RORgt, TGFb1/ IL-6, TGFb1/IL-17 and IL-10/IL-17 are shown. (b) For iTreg/Th1 balance, the ratios between mRNA expressions of Foxp3/T-bet
(Tbx21), TGFb1/IFNg and IL-10/IFNg are shown. Data are the mean±s.e.m. of six different samples. Differences between activated and activated plus VIP
conditions were statistically significant; *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001.
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Analysis of cell populations throughout the cell culture: Flow
cytometry
The percentages of different cell populations present in the cultures were
measured using fluorescein-activated cell sorter (FACS) analysis as previously
described in Arranz et al.50 After 1, 2, 3 or 5 days of culture, cells were
recollected from the culture plates and labeled with phycoerythrin-conjugated
CD4 (clon H129.19), fluorescein isothocyanate (FITC)-conjugated CD8 (clon
53-6.7), FITC-conjugated CD19 (clon 1D3), FITC-conjugated CD11c (clon
HL3), FITC-conjugated CD11b (clon M1/70.15) or FITC-conjugated CD25
(clon 7D4) antibodies, all purchased from BD Pharmingen, (Erembodegem,
Belgium), except CD11b purchased from Caltag Laboratories (Chatujak
Bangkok, Thailand). Incubation with antibodies was performed at 4 1C for
30min in phosphate-buffered saline with 1% bovine serum albumin. Lym-
phocytes were distinguished by their different forward-scatter (FSC) versus
side-scatter (SSC) profiles and were electronically gated and scored. Cells were
incubated with single fluorochrome-conjugated antibodies or isotype-matched
control antibodies, to compensate for fluorescence emission overlap and
nonspecific fluorescence, respectively. Cells were fixed with phosphate-buffered
saline containing 0.3% paraformaldehyde and analyzed on a FACSCalibur flow
cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) using an appropriate scatter
gate to exclude dead cells, cellular debris and residual erythrocytes. Stained cell
populations were analyzed using FCS Express v3 program.
Analysis of cytokine pattern expression in culture supernatants:
ELISA assays
The levels of IL-6, TGFb1, IL-12p70, IL-4 (all purchased from Bender
MedSystems, Burlingame, CA, USA), IL-10, IFNg, TNFa (all purchased from
BD Bioscience, San Agustı´n de Guadalix, Madrid, Spain), IL-17, IL-23 (both
purchased from eBioscience, San Diego, CA, USA), IL-22, IL-21 (both
purchased from R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and IL-9 (purchased
from Ray Biotech, Norcross, GA, USA) were measured in culture supernatants
on day 3 and 5 by Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) test,
according to the manufacturer’s instructions.
Pattern of cytokine and transcription factor mRNA expression:
RNA extraction and quantitative real-time PCR
For total RNA extraction we used TriReagent method (Sigma-Aldrich),
following the manufacturer’s recommendations. RNA was resuspended in
diethylpyrocarbonate water, quantified with NanoDrop spectrophotometer
(NanoDrop products, Wilmington, NC, USA) and stored at 80 1C. Total
RNA (2mg) was reverse transcribed using High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Quantitative
real-time PCR analysis was carried out using SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) for all genes. b-Actin was used as the endogenous
reference gene. Sequences of the primers used and accession numbers of the
genes are previously described in Jimeno et al.,30 except for the IL-9 and IL-4.
The sequence of primers used was: IL-4 forward 5¢-CGAGGTCACAGGA
GAAGGGA-3¢, reverse 5¢-AAGCCCTACAGACGAGCTCACT-3¢; IL-9 forward
5¢-CTTCAGTTCTGTGCTGGGCC-3¢, reverse 5¢-TGCATTTTGACGGTGGA
TCAT-3¢.
Amplification was carried out in a 7900 HT Fast Real-Time PCR
Systems apparatus (Applied Biosystems) under the following conditions:
2min at 50 1C, 10min at 95 1C, 40 cycles of denaturation at 95 1C for
15 s, and annealing/extension at 60 1C for 1min. For relative quantification,
we used a method that compares the amount of target normalized to an
endogenous reference. The formula used was 2DDCt representing the n-fold
differential expression of a specific gene in a treated sample compared with the
control sample, where Ct is the mean of the threshold cycle (the cycle at
which the amplification of the PCR product is initially detected). DCt was
the difference in the Ct values for the target gene and the reference gene,
b-actin (in each sample assayed), and DDCt represents the difference between
the Ct from stimulated on day 1 gene expression and each datum. Previously,
we performed a validation experiment comparing the standard curve of the
reference and the target, to demonstrate that efficiencies were approximately
equal.
Statistical analysis
All values are expressed as the mean±s.e.m. of data obtained in at least six
mice. Comparison between groups was made using Student’s t-test.
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Abstract
Our aim is to study the behaviour of memory Th 
cells (Th17, Th17/1 and Th1 profiles) from 
early RA (eRA) patients after their in vitro 
activation/expansion to provide information 
about its contribution to RA chronicity. 
Moreover we analyzed the potential 
involvement of VIP as an endogenous healing 
mediator. CD4+CD45RO+ T cells from PBMCs 
of HD and eRA were activated/expanded in 
vitro in the presence/absence of VIP. FACS, 
ELISA, RT-PCR and immunocytochemistry 
analyses were performed. An increase in 
CCR6+/RORC+ cells and in RORC-
proliferating cells and a decrease in T-bet-
proliferating cells and T-bet+/RORC+ cells 
were shown in eRA. mRNA expression of IL-
17, IL-2, RORC, RORA, STAT3 and Tbx21  
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and protein secretion of IL-17, IFNγ and GM- 
CSF were higher in eRA. VIP decreased the 
mRNA expression of IL-22, IL-2, STAT3, 
Tbx21, IL-12Rβ2, IL-23R and IL-21R in HD 
and it decreased IL-21, IL-2 and STAT3 in 
eRA. VIP decreased IL-22 and GM-CSF 
secretion and increased IL-9 secretion in HD 
and it decreased IL-21 secretion in eRA. 
VPAC2/VPAC1 ratio expression was increased 
in eRA. All in all, memory Th cells from eRA 
patients show a greater proportion of Th17 cells 
with a pathogenic Th17 and Th17/1 profile 
compared to HD. VIP is able to modulate the 
pathogenic profile, mostly in HD. Our results 
are promising for therapy in the early stages of 
RA because they suggest that targeting 
molecules involved in the pathogenic Th17, 
Th17/1 and Th1 phenotypes and targeting VIP 
receptors could have a therapeutic effect 
modulating these subsets.  
Key message 
• Th17 cells are more important than Th1 in the 
contribution to pathogenesis in eRA patients. 
• Pathogenic Th17 and Th17/1 profile are 
abundant in activated/expanded memory Th 
cells from eRA patients. 
• VIP decreases the pathogenic Th17, Th1 and 
Th17/1 profiles, mainly in healthy donors. 
• The expression of VIP receptors is reduced in 
eRA patients respect to healthy donors, whereas 
the ratio of VPAC2/VPAC1 expression is 
higher. 
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Immune memory facilitates the maintenance of 
health by preventing repeated infections but, if 
it becomes deregulated, it can also lead to 
chronic inflammation. Rheumatoid arthritis 
(RA) has been characterized by a Th1 response 
[1]. However this description has been modified 
with the discovery of a new Th subset, Th17, 
which play a key role in inflammatory and 
autoimmune diseases, including RA [1]. Pro-
inflammatory cytokine IL-17 is the signature 
cytokine of Th17 cells, but can also be secreted 
 
by non-immune cells [2]. Studies exploring the 
neutralization of IL-17 by antibodies or using 
IL-17-deficient mice showed that this cytokine 
is involved in the autoimmune collagen-induced 
arthritis (CIA) model [3]. In humans, existing 
studies suggest that Th17 cells and their related 
cytokines play an important role in the 
pathogenesis of RA and its number in peripheral 
blood is associated with disease activity [4]. 
Moreover, IL-17 levels are increased in the 
synovial fluid of RA patients [5]. This cytokine, 
through its specific receptors, is able to 
modulate the function of other cells in the joint 
such as fibroblast-like synoviocytes (FLS), 
macrophages, chondrocytes and osteoclasts 
[3,5,6,]. Thereby, IL-17 is a key orchestrator of 
RA chronicity. In addition to IL-17, other 
molecules have been tested as markers of the 
occurrence of Th17 cells in RA, such as the 
transcription factor RORC, the major lineage-
specifying transcription factors for Th17 subset 
development [ 7], and the chemokine receptor 
CCR6, the characteristic Th17 homing receptor 
[ 8]. It has been described that in both peripheral 
blood of healthy donors (HD) and synovial fluid 
of RA patients, all IL-17-producing T cells 
expressing RORC were CCR6+ [ 9]. In 
addition, other transcription factors are strongly 
associated with the Th17 subset, such as RORA 
or STAT3 [1,7]. 
Recent evidence suggests that Th17 cells may 
exhibit a pathogenic or non-pathogenic 
phenotype according to their cytokine secretion 
profile [10,11 ]. Pathogenic Th17 cells secrete 
IL-17, IL-21, IL-22, IL-2, IFNγ and GM-CSF 
and non-pathogenic Th17 cells secrete IL-17, 
IL-21, IL-9 and IL-10. This heterogeneity of 
Th17 cells is barely known in human RA. 
Moreover, epigenetic studies have shown that 
the Th17 subset is a less committed lineage 
when compared to Th1 and Th2 cells [1]. Th17 
cells are reported to exhibit a high degree 
of phenotypic instability and plasticity, which 
enable them to acquire a Th1-like phenotype 
[12]. In RA patients, a strong association 
between Th17 and Th1 subsets has been shown, 
being also described the presence of a Th17/1 
intermediate subset [13,14], which belongs to 
the pathogenic Th17 phenotype.  
As Th17 and Th1 are important in the 
pathogenesis of RA, the study of the effect of 
microenvironment mediators could be important 
to the design of therapies for their modulation. 
Vasoactive intestinal peptide (VIP), one of the 
best-studied immunomodulatory neuropeptides 
[15,16], is secreted by lymphocytes and FLS in 
the joint [17]. VIP is involved in a broad range 
of functions through its binding to its specific 
receptors, VPAC1 and VPAC2 [18]. Healing 
effects of VIP in animal models of 
inflammatory/autoimmune diseases, including a 
decrease of Th1 and Th17 profiles, have been 
reported [15,16,19,21,]. In vitro studies have 
shown that VIP induces Th17 differentiation 
[20,22,23]. Specifically, it has been described 
that VIP prevents arthritis in a CIA model 
through its anti-inflammatory and 
immunomodulatory actions [19]. There are also 
evidences for VIP therapeutic effects in human 
RA [16,17].  
To date, studies on the involvement of Th17 and 
Th1 cells in RA pathology have analyzed their 
presence in blood or in synovial fluid of 
patients. However, little is known about the 
behavior of memory Th cells after their in vitro 
activation/expansion in early RA (eRA) that 
may provide information about the involvement 
of these cells in RA chronicity. Our aim is to 
examine, for the first time, in HD and in eRA 
patients the resulting phenotype after seven days 
of in vitro activation/expansion of memory Th 
cells, analyzing both the Th17/1 and Th1 
profiles and the specific profile and 
pathogenicity of Th17 cells. Moreover, we 
examine the role of VIP in the modulation of 
Th1, Th17/1 and Th17 phenotypes, studying the 






Samples from thirteen HD and fourteen eRA 
patients were included in this study. The study 
was performed according to the 
recommendations of the Declaration of Helsinki 
and was approved by the ethics committees of 
the Transfusion Center of Comunidad 
Autónoma de Madrid (CAM) and La Princesa 
and 12 de Octubre hospitals (Madrid). Only data 
from patients fulfilling the 2010 ACR/EULAR 
criteria for eRA were collected [24 Blood 
samples were collected previous to treatment 
prescription. HD were recruited from the 
Transfusion Center. Following the Spanish 
Personal Data Protection law, their demographic 
information was confidential. Among eRA 
patients, there were two males and twelve 
females, 71.4% tested positive for ACPA, the 
mean age was 56.4 ± 4.2 years (mean ± SD) and 
the mean DAS28 was 4.1 ± 0.6 (mean ± SD). 
 
Isolation of human peripheral blood memory T 
cells 
 
Memory Th cells were isolated from whole 
blood from HD and eRA patients. For 
mononuclear cell isolation, density gradient 
centrifugation by Ficoll–Hypaque (Sigma 
Aldrich) was used. CD4+ T cells were isolated 
by negative selection using a CD4+ T Cell 
Isolation Kit II (Miltenyi Biotec). 
J Mol Med 2 
 
CD4+CD45RO+ T cells were then isolated by 
negative selection using CD45RA+ MicroBeads 
(Miltenyi Biotec). The purity of 
CD4+CD45RO+ T cells was greater than 92%. 
In vitro expansion of human memory T cells  
CD4+CD45RO+ T cells were cultured at 
10x104 and at 5x104 cells/well (for HD and 
eRA patients, respectively) in RPMI-1640-
GlutaMAX media (Life Technologies) 
supplemented with 10% fetal bovine serum 
(Lonza) and 1% penicillin/streptomycin (Life 
Technologies). Cells were activated/expanded 
with anti-CD3/anti-CD28 coated beads (Life 
Technologies). CD4+CD45RO+ T cells were 
cultured in the absence or presence of 10nM of 
VIP (Polypeptide group) for both HD and eRA 
patients.  
 
RNA Extraction and Semi-quantitative real-time 
PCR  
 
For total RNA extraction we used the 
TriReagent method (Sigma Aldrich). 2μg RNA 
were reverse transcribed using a High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit (Life 
Technologies). Semi-quantitative RT-PCR 
analysis for all molecules tested was performed 
using TaqMan Gene Expression Master Mix 
(Life Technologies), with the exception of IL-
22, which was tested using SYBR® Green PCR 
Master Mix (Life Technologies) [24]. β-actin 
was used as an endogenous reference gene. We 
normalized each sample with β-actin, using the 
formula 2-∆∆Ct. Amplification was performed 
in a 7900HT Fast Real-Time PCR System 
apparatus (Applied Biosystems).  
 
Determination of secreted cytokines by ELISA 
 
Cells were restimulated on day 7 with 20ng/ml 
Phorbol Myristate Acetate (PMA) and 0.5µM 
ionomycin (Sigma Aldrich) for 6 hours. The 
levels of IL-17A, IL-21, IL-22, IFNγ, IL-9 
(eBioscience) and IL-10 (Diaclone) in 
supernatants were analyzed by ELISA. Final 
values were corrected considering the final 
volume of the cultures and the number of viable 
cells in each sample. 
 
Flow cytometry analysis  
 
After seven days of culture, cells were collected 
and labelled with Phycoerythrin-conjugated 
CCR6 (clone 11A9, BD Pharmingen). Cells 
were then fixed and permeabilized with 
Transcription Factor Buffer Set (BD 
Pharmingen) according to the manufacturer's 
specifications. Next, cells were labelled with 
Alexa Fluor 488 conjugated T-bet (Clone O4 
46, BD Pharmingen), Allophycocyanin-
conjugated RORC (clone AFKJS-9, 
eBioscience) and Brilliant Violet 711-
conjugated Ki67 (clone Ki-67, BioLegend). 
Auto-fluorescence and isotype controls were set 
up to define non-specific fluorescence. 
Cytometric analysis was performed using a LSR 
Fortesa flow cytometer (Becton Dickinson, 
using BD FACSDiva software). Data analysis 





On day 7, cell suspensions were centrifuged 
onto glass slides, dried and fixed. After 
rehydration and blocking, cells were incubated 
with 0.02mg/mL rabbit anti–VPAC1 polyclonal 
antibody and mouse anti–VPAC2 monoclonal 
antibody (Acris Antibodies). Cells were then 
incubated with 1μg/mL Alexa Fluor 488 donkey 
anti-rabbit IgG and Alexa Fluor 594 goat anti-
mouse IgG antibodies (Life Technologies) and 
counterstained with 1μg/ml Hoechst. 
Fluorescence was examined on an Olympus 
BX51 microscope with DP72 camera model 
(Olympus) and a Leica SP-2 AOBS confocal 





Samples were tested with a Normality test. A t-
test was used to compare different groups and 
correlations were conducted using Pearson´s 
coefficient test. Both statistical tests were done 
using GraphPad Prism version 4.0 software 




Th17 and Th1 phenotypes in eRA patients 
versus HD. 
 
We analyzed the presence of Th17 (T-bet-
/RORC+), Th1 (T-bet+/RORC-) and Th17/1 (T-
bet+/RORC+) cells by flow cytometry after 
seven days of in vitro activation/expansion of 
Th cells from eRA patients and HD (Fig. 1). 
Results showed that RORC+ cells were more 
abundant than T-bet+ cells in both HD and eRA 
patients (Fig. 1B). Percentage of total RORC+ 
cells was higher, although not significantly, in 
eRA patients than in HD, whereas the 
percentage of total T-bet+ cells was lower (Fig. 
1C). Percentage of T-bet+/RORC+ cells was 
significantly lower in eRA patients (Fig. 1D). 
  





Fig.1. Th17 and Th1 phenotypes of 
activated/expanded memory Th cells 
from eRA patients and healthy 
donors. T-bet and RORC expression 
was determined by flow cytometry 
analysis in memory Th cells after 
activation/expansion for seven days. 
Auto-fluorescence and isotype 
controls were set up to determine the 
non-specific fluorescence signal. A, 
Figure shows a representative dot plot 
analysis indicating T-bet/RORC 
expression. B-C, Figure shows the 
percentage of total RORC positive 
cells, total T-bet positive cells. D, 
Figure shows the percentage of T-
bet+/RORC- cells, T-bet+/RORC+ 
and T-bet-/RORC+ cells. Data are the 
mean ± SEM of three different 
cultures, performed in triplicate. 
Differences between RORC and T-
bet expression in CD4+CD45RO+ T 
cells were statistically significant, 
δδδP<0.001. Differences between 
CD4+CD45RO+ T cells from HD 




Pathogenic Th17 phenotype in eRA patients 
versus HD. 
 
Given the high frequency of Th17 cells in both 
HD and eRA patients we studied deeply their 
Th17 population. First, we characterized the 
Th17 subset through the expression of RORC 
and CCR6. Flow cytometric analysis of CCR6 
and RORC double expressing cells showed a 
significant increase in eRA (Fig.2A). Then, we 
determined the cell proliferation by analysis of 
Ki67-expression by flow cytometry in RORC-
expressing cells. As shown in Fig. 2B, eRA 
patients have a slight increase of Ki67+RORC+ 
cells compared to HD. However, the percentage 












decreased in eRA patients. Next, we checked 
the secretion of IL-17 and IL-21 in culture 
supernatants. Memory Th cells from eRA 
patients showed significantly higher levels of 
IL-17 (Fig. 2C). In addition, we characterized 
by RT-PCR the expression of cytokines, 
transcription factors and cytokine receptors of 
the Th17 profile. IL-17A, RORC, RORA and 
STAT3 expression were higher in eRA patients, 
whereas IL-23R was lower than in HD (Fig. 
2D). Taken together, these results indicate that 
activated/expanded memory Th cells from eRA 
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 Next, we studied the pathogenic or non-
pathogenic Th17 phenotype and the Th17/1 and 
Th1 profiles in eRA patients and HD. Cells 
from eRA patients secreted higher levels of 
IFNγ than HD (Fig. 3A). In addition, mRNA 
expression of IL-2 and Tbx21 (gene encoding 
T-bet protein, the lineage-specifying 
transcription factor for Th1) was higher in eRA 
patients (Fig. 3B). On the other hand, the levels 
of cytokines associated with a non-pathogenic 
phenotype IL-10 and IL-9 were slightly 
decreased in eRA patients, although not 
significantly (Fig. 3C). Together, these data 
indicate that activated/expanded memory Th 
cells from eRA patients show a more pathogenic 
Th17 and Th1 profile than memory Th cells 
from HD.  
Fig.2. Th17 profile of 
activated/expanded memory Th cells 
from eRA patients and healthy 
donors. A, CCR6 and RORC 
expression was determined by flow 
cytometry analysis in memory Th 
cells after activation/expansion for 
seven days. Auto-fluorescence and 
isotype controls were set up to 
determine the non-specific 
fluorescence signal. The figure shows 
a representative dot plot analysis 
indicating CCR6/RORC expression. 
The percentage of CCR6/RORC 
double positive cells was quantified. 
Data are the mean ± SEM of three 
different cultures, performed in 
triplicate. B, Ki67/RORC and 
Ki67/T-bet expression were 
determined by flow cytometry 
analysis in memory Th cells after 
activation/expansion for seven days. 
Auto-fluorescence and isotype 
controls were set up to determine the 
non-specific fluorescence signal. The 
figure shows two representative dot 
plot analysis indicating Ki67/RORC 
and Ki67/T-bet expression. 
Percentage of Ki67/RORC and 
Ki67/T-bet double positive cells was 
quantified. Data are the mean ± SEM 
of three different cultures, performed 
in triplicate. C, Protein expression of 
IL-17A and IL-21 was analyzed in 
culture supernatants by ELISA on 
day 7 of culture. Data are the mean ± 
SEM of eight different cultures, 
performed in duplicate. D mRNA 
expression of cytokines (light grey), 
transcription factors (dark grey) and 
cytokine receptors (black) was 
determined by real-time PCR in 
activated/expanded memory Th cells 
on day 7 of culture, after PMA and 
ionomycin stimulation. Data were 
analyzed normalizing with β-actin 
mRNA expression and compared 
with the mRNA expression of 
CD4+CD45RO+ T cells from HD. 
The fold change of each mRNA 
expression with respect to different 
conditions is represented. Data are the mean ± SEM of 
eight different cultures performed in triplicate. 
Differences between CD4+CD45RO+ T cells from HD 
and eRA patients were statistically significant, +P<0.05, 
++P<0.01, +++P<0.001.  
 
VIP modulation of pathogenic Th phenotype in 
eRA patients versus HD.  
 
The presence of VIP during in vitro 
activation/expansion of memory Th cells 
reduces the gene expression of not only 
cytokines, but also transcription factors and 
cytokine receptors related to the Th17 subset 
and the pathogenic Th17/1 and Th1 phenotypes, 
with a greater intensity in HD than in eRA 
patients (Fig. 4). First, we performed correlation  
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 studies between the mRNA expression of 
master regulators of both Th17 and Th1 subsets. 
Results showed that, in memory Th cells from 
HD, RORC was positively correlated with 
Tbx21, while no correlation was observed in the 
presence of VIP (Fig. 4A). mRNA expression 
analysis showed that VIP significantly 
decreased IL-22, IL-2, STAT3, Tbx21, IL-
12Rβ2 (main IL-12 receptor subunit involved in 
Th1 differentiation), IL-23R and IL-21R in HD. 
However, VIP reduced IL-21, IL-2 and STAT3 
expression in eRA patients (Fig. 4B). Next, we 
examined the effect of VIP on the secretion of 
several cytokines. The presence of VIP 
decreased IL-22 and GM-CSF levels in HD and 
IL-21 levels in eRA patients, whereas IL-9 was 
increased in HD (Table 1). Together, these data 
indicate that the presence of VIP during 
expansion/activation of memory Th cells 
induces a shift towards a non-pathogenic Th17 
profile and decreases the Th1 and Th17/1 
phenotypes, mainly in HD. 
 
Expression of VIP receptors in memory Th cells 
in eRA patients and HD. 
 
Although VPAC1 and VPAC2 receptors 
showed significantly lower mRNA expression, 
the VPAC2/ VPAC1 ratio was higher in eRA 
patients (Fig. 5A). Additionally, we analyzed 
VPAC1 and VPAC2 protein expression in both 
HD and eRA patients by immunocytochemical 
analysis. As shown in Fig. 5B, both single 
stained (VPAC1 or VPAC2) and double 
positive cells were found in HD and eRA 
patients.  
 
Fig.3. Pathogenic Th17 and Th1 phenotypes of 
activated/expanded memory Th cells from eRA patients 
and healthy donors. A, Protein expression of IFNу, IL-
22 and GM-CSF was analyzed in culture supernatants 
by ELISA after seven days of expansion/activation of 
memory Th cells and after PMA and ionomycin 
stimulation. Data are the mean ± SEM of eight different 
cultures, performed in duplicate. B, IL-2 and Tbx21 
mRNA expression was determined by RT-PCR on day 7 
of culture after PMA and ionomycin stimulation. Data 
were analyzed normalizing with β-actin mRNA 
expression and compared with the mRNA expression of 
CD4+CD45RO+ T cells from healthy donors. C, Protein 
expression of IL-10 and IL-9 was analyzed in culture 
supernatants by ELISA after seven days of 
expansion/activation of memory Th cells and after PMA 
and ionomycin stimulation. Data are the mean ± SEM of 
eight different cultures, performed in duplicate. 
Differences between CD4+CD45RO+ T cells from HD 
and eRA patients were statistically significant, +P<0.05, 




Fig.4. VIP modulation of pathogenic Th17 and Th1 
phenotypes of memory T cells from eRA patients and 
healthy donors. A, Correlation between mRNA 
expression of RORC and Tbx21 was determined using 
Pearson’s coefficients tests. Data are the mean ± SEM of 
eight different cultures performed in triplicate. B, mRNA 
expression of cytokines (light grey), transcription factors 
(dark grey) and cytokine receptors (black) was 
determined by real-time PCR in activated/expanded 
CD4+CD45RO+ T cells on day 7 of culture, after PMA 
and ionomycin stimulation. Data were analyzed 
normalizing with β-actin mRNA expression and 
compared with the mRNA expression of 
CD4+CD45RO+ T cells from HD. The fold change of 
each mRNA expression with respect to different 
conditions is represented. Data are the mean ± SEM of 
eight different cultures performed in triplicate. 
Differences between CD4+CD45RO+ T cells cultured in 
the presence and the absence of VIP were statistically 
significant, *P<0.05, **P< 0.01, ***P<0.001.
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Table 1. Set of cytokines whose secretion is modified by VIP during activation/expansion of memory Th cells. 
 Healthy donors eRA patients 
 - VIP +VIP -VIP +VIP 
IL-21   1.54 ± 0.20 1.17 ± 0.09 0.99 ± 0.08 0.53 ± 0.08*** 
IL-22   8.42 ± 1.22 4.84 ± 0.97* 6.54 ± 0.93  6.25 ± 1.16 
GM-CSF 11.83 ± 1.37 6.46 ± 0.80* 9.73 ± 1.51 7.57 ± 1.38 
IL-9   0.29 ± 0.06 0.85 ± 0.27* 0.19 ± 0.03 0.28 ± 0.08 
 
Values are ng of cytokines/1.106 cells. Data are the mean ± SEM of eight different cultures, performed in duplicate. 




To date, different studies have described the 
contribution of Th1 and Th17 cells to RA 
chronicity by controlling numerous cellular 
events [1,3,4,25,26]. However, these studies 
have been mostly performed in non-activated 
cells from fresh blood of RA patients. The 
present study analyzed the pathogenic Th17 and 
Th17/1 profile of memory Th cells after in vitro 
activation/expansion during seven days in eRA 
patients and compared it to HD. Study in RA 
patients of recent onset allow to reproduce in 
vitro what might occur in patients with eRA in 
the active phase of the disease and avoid 
treatment interferences.  
Th17 and Th1 involvement in RA is well 
established, however it is less defined whether 
RA is mostly mediated by Th17 or Th1 cells or 
whether each subset is important in a different 
phase of the disease. Likewise, the presence of 
Th17 cells co-expresing IFNγ has been 
described in RA [13,14]. Conversion of Th17 to 
Th1 phenotype might contribute to its 
pathogenic potential. Thus, in our studies we 
have characterized the presence of Th17, Th1 
and Th17/1 cells within memory Th cells from 
eRA patients and compared it to HD after in 
vitro activation/expansion for seven days. 
Percentage of RORC+ cells was higher than T-
bet+ cells in both HD and eRA patients, 
indicating that Th17 cells were more abundant 
than Th1 cells. We further characterize the Th17 
profile and higher frequencies of double 
positive CCR6 and RORC cells were detected in 
eRA patients, in agreement with previous 
observations [9]. The CCR6 expression in Th17 
cells suggests their ability to migrate to 
inflammatory sites [8] in response to an 
inflammatory microenvironment through the 
interaction with CCL20. Our proliferation 
studies on Th17 cells demonstrated that double 
positive Ki67 and RORC cells were slightly 
increased in eRA patients. However, the 
percentage of double positive Ki67 and T-bet 
cells were significantly decreased in eRA 
patients, suggesting that Th17 cells are more 
responsive than Th1 cells, in agreement with 
previous observations [9,27]. This fact is further 
supported by the high expression of IL-17 in 
eRA patients. Moreover, mRNA expression of 
the transcription factors RORC, RORA and 
STAT3 are higher in eRA patients. These 
results also suggest the functional increase of 
the Th17 cells in eRA patients, although their 
frequency in eRA patients is not significantly 
increased. In this regard, although it has been 
described an increased frequency of Th17 cells 
in peripheral blood of RA patients [4,27]., other 
studies have not confirm this increase [25]. 
Moreover, the hypothesis that the functional 
ability of Th17 cells is more important than 
their percentage in peripheral blood has been 
suggested [28]. Overall, we have found a 
stronger Th17 profile in activated/expanded 
memory Th cells from eRA patients than in HD, 
which agrees with the previously described 
important role of Th17 in RA [1,3,5]. IL-17 
promotes the survival and proliferation of FLS 
in RA patients [6,29] and in turn, FLS are able 
to control the pathogenicity of Th17 by 
modulating IL-17R and IL-23 expression [6,29]. 
This feedback-loop mechanism could contribute 
to the synovium hyperplasia as well as to the 
inflammation in RA patients.  
Recent reports indicate the existence of two 
types of functional Th17 cells depending on 
their cytokine secretion profile, pathogenic (IL-
17, IL-21, IL-22, IL-2, IFNγ and GM-CSF) and 
non-pathogenic cells (IL-17, IL-21, IL-9 and IL-
10) [10,11]. In addition, Th17 subset is also 
characterized by its phenotypic instability. 
Recent studies highlight the importance of their 
plasticity towards Th1 phenotype [12]. This 
phenomenon is even more relevant in RA 
patients given the implications of both subsets 
in the physiopathology of the disease [13,14] 
and it has been suggested as one cause for the  
J Mol Med 7 
 
  
Figure 5. VIP receptor expression in memory Th cells from eRA patients and healthy donors. A, The individual mRNA 
expression and the ratio between mRNA expression of VPAC2 and VPAC1 was determined by RT-PCR in 
activated/expanded memory Th cells on day 7 of culture after PMA and ionomycin stimulation. Data were analyzed 
normalizing with β-actin mRNA expression and compared with the VPAC2 mRNA expression of CD4+CD45RO+ T cells 
from healthy donors. Data are the mean ± SEM of eight different cultures performed in triplicate. Differences between 
CD4+CD45RO+ T cells from HD and eRA patients were statistically significant, +P<0.05, +++P<0.001. B, Protein 
expression of VPAC1 and VPAC2 receptors were analyzed by immunofluorescence staining. Nuclei were counterstained 
with Hoechst (blue) and receptors were stained with Alexa Fluor 488 (green) and Alexa Fluor 594 (red) for VPAC1 and 
VPAC2, respectively. The figure shows a representative photo of activated/expanded memory Th cells from HD and eRA 
patients. Fluorescence was examined with an Olympus BX51 microscope with DP72 camera model (objective 40X). Top 
left boxed areas show a representative area of a negative control, performed in the absence of anti–VPAC1 or anti–VPAC2 
antibodies. Fluorescence was examined with an Olympus BX51 microscope with DP72 camera model (objective 40X). 
Bottom left boxed areas show larger-magnification views of individual cells. Fluorescence was examined on a Leica SP-2 
AOBS confocal microscope with inverted stand Leica DM IRE2 (objective 63X). 
failure of therapies targeting Th17 cells [5]. Our 
results reported that the percentage of total T-
bet positive cells was lower in eRA patients. 
Given that the percentage of T-bet+/RORC- 
cells was similar in both HD and eRA patients, 
this decrease in the T-bet percentage was due to 
the decrease in the percentage of T-
bet+/RORC+ cells. It has been described that 
the frequency of IFNγ-producing CD4 T cells in 
peripheral blood from RA patients was lower 
compared to HD [28]. Likewise, it has also been 
shown no differences in the percentage of 
IFNγ+IL17-, IFNγ+IL17+ and IFNγ-IL17+ in 
the peripheral blood of RA patients compared to 
HD [25]. Other authors have shown lower levels 
of Th17/1 cells in peripheral blood suggesting 
that it is due to the increase of their recruitment 
in the joint [13,14]. On the other hand, results 
show a strong pathogenic and related to Th1 
profile phenotype in eRA patients, showing 
higher levels of IFNу and GM-CSF cytokines 
and lower levels of IL-10 and IL-9 cytokines. 
High level of IL-2 and Tbx21 mRNA 
expression was also found in eRA patients. The 
discrepancy between the percentage of T-bet-
expressing cells and the mRNA data related to  
T-bet expression could be due to a more T-bet 
transcription individually, although a lesser 
percentage of total T-bet positive cells. On the 
other hand, it also may be due to a post-
transcriptional modulation of this molecule, for 
example by miRNAs or lcnRNAs. In any case, 
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the T-bet levels were enough to induce a greater 
IFNγ transcriptional response. In summary, our 
results indicate that activated/expanded memory 
Th cells from eRA patients show stronger 
pathogenic Th17 and Th17/1 profiles than cells 
from HD.  
An endogenous mediator able of mediate the 
Th17 subset to a non-pathogenic phenotype and 
inhibit the Th17/1 and Th1 profiles would be a 
good candidate as a therapeutic agent in 
inflammatory diseases, specifically in RA. A 
recent study reported that patients who were 
unable to increase VIP levels in peripheral 
blood showed a worse clinical course despite 
receiving more intense treatment [30]. It is 
known that VIP modulates Th1, Th2, Th17 and 
Treg subsets [15,16,19,23]. However, little is 
known about VIP modulation and VPAC 
receptor expression in Th lymphocytes from RA 
patients. We studied, for the first time, the effect 
of VIP on the Th17 heterogeneity and plastic 
profile of activated/expanded memory Th cells 
from eRA patients.  
Regarding the Th17/1 and Th1 profiles, VIP 
reduced the Th1 profile in HD, which agrees 
with previous in vitro data in mouse and human 
cells [19,20]. This neuroimmunopeptide was 
able to reduce the expression of two Th1 
markers, Tbx21 and IL-12Rβ2, and to induce a 
lack of correlation between RORC and Tbx21 in 
HD. In addition, VIP down-regulated the gene 
expression of several Th17 and Th1 markers 
and pathogenic indicators including IL-22, IL-2, 
STAT3, IL-23R and IL-21R in HD, but in eRA 
patients it only lowered IL-21, IL-2 and STAT3 
expression. VIP also reduced IL-22 and GM-
CSF production, as well as increased the IL-9 
secretion, favouring the non-pathogenic profile 
in HD. IL-21 production was reduced in the 
presence of VIP in eRA patients. IL-21 has been 
implicated in RA [31] and blocking IL-21/IL-
21R pathway showed an amelioration of the 
disease in RA animal models [32]. Moreover, 
IL-21 is a central memory T cell-associated 
cytokine that inhibits the generation of 
pathogenic Th1/17 effector cells [33]. NFkB is 
an important transcription factor for IL-21 [34] 
and VIP is able to reduced it in several cells 
[19].Ex vivo studies have previously 
demonstrated the modulatory effect of VIP in 
RA [15,16,17]. In a pro-inflammatory milieu, 
VIP induced the down-regulation of IL-22 
specific receptors in FLS, diminishing their 
potential to respond to pathogenic Th17 cells 
[35]. Therefore, our results confirm the VIP-
mediated decrease in Th17 and Th1 cytokines 
reported in several inflammatory/autoimmune 
disease models [19,20]. These VIP effects are 
mediated through its VPAC receptors. We 
demonstrated that VPAC1 and VPAC2 are 
expressed in activated/expanded memory Th 
cells. In eRA patients, the expression of both 
receptors is reduced respect to HD, whereas the 
ratio of VPAC2/VPAC1 expression is higher. It 
has also been described that the presence and 
function of VPAC2 predominates over VPAC1 
in FLS from RA patients [17]. This differential 
VIP receptor expression in eRA patients, and 
consequently different signal transduction, 
could also be involved in the weak effect of VIP 
their cells. Although, other explication of the 
smaller effect of VIP in eRA patients could be 
the differences in starting T cells, which are 
more pathogenic and associated to Th1 and 
Th17 phenotype. 
Overall, our results indicate that 
activated/expanded memory Th cells from eRA 
patients generate a greater proportion of Th17 
cells with a pathogenic Th17 and Th17/1 profile 
than those from HD. VIP lowered this 
pathogenic profile, being more important in HD. 
Findings presented here in RA patients with an 
early phase of the disease, are very interesting 
from a therapeutic point of view and support 
that targeting molecules involved in the 
generation of pathogenic Th17, Th17/1 and Th1 
phenotypes could have beneficial effects. 
Likewise, targeting VIP receptors could have a 
therapeutic effect through the reduction of these 
pathogenic subsets. 
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Abstract The cytokine microenvironment modulates CD4 T
cell differentiation causing the shift of naïve CD4 T cells into
different cell subsets. This process is also regulated by mod-
ulators such as vasoactive intestinal peptide (VIP), a neuro-
peptide with known immunomodulatory properties on CD4 T
cells that exert this action through specific receptors, vasoac-
tive intestinal peptide receptor (VPAC)1 and VPAC2. Our
results show that the pattern of VIP receptors expression ratio
is modified during Th17 differentiation. In this report, we
evaluate the capacity of VIP to modulate naïve human cells
into Th17 cells in vitro by analyzing their functional pheno-
type. The presence of VIP maintains the nonpathogenic pro-
file of Th17-polarized cells, increases the proliferation rate,
and decreases their Th1 potential. VIP induces the upregula-
tion of the STAT3 gene interaction with the VPAC1 receptor
during the onset of Th17 differentiation. Moreover, RAR-
related orphan receptor C (RORC), RAR-related orphan re-
ceptor A (RORA), and interleukin (IL)-17A genes are upreg-
ulated in the presence of VIP through interaction with VPAC1
and VPAC2 receptors. Interestingly, VIP induces the expres-
sion of the IL-23R gene through interaction with the VPAC2
receptor during the expansion phase. This is the first report
that describes the differentiation of naïve human T cells to
Th17-polarized cells in the presence of VIP and demonstrates
how this differentiation regulates the expression of the VIP
receptors.
Keywords Th differentiation . Th17 . VIP . VPAC
receptors
Introduction
The cytokine microenvironment and antigen-presenting cells
drive in vivo differentiation and clonal expansion of naïve
helper T cells, converting them to different effector cells with
specific roles. Naïve human CD4 T cells can be committed to
four major cells lineages, namely Th1, Th2, Th17, and in-
duced regulatory T cells, on the basis of their cytokine and
transcription factor (master regulator) signature (Zhu and Paul
2010). The cytokine signature profile of Th17 cells is formed
by several cytokines such as interleukin (IL)-17A, IL-17F, IL-
21, and IL-22. Th17 cells are also characterized by the ex-
pression of chemokine receptors such as CCR6 and cytokine
receptors such as IL-23R and IL-21R. Moreover, Th17 cells
can secrete to a lesser extent interferon gamma (IFN-γ), IL-
10, IL-9, IL-2, and other cytokines. The final effector func-
tions of Th17 cells depend on the specific combination of the
cytokines produced (Zhu and Paul 2008; Korn et al. 2009;
Zhu and Paul 2010; Ghoreschi et al. 2011; Hirota et al. 2012).
Increasing evidence points to a heterogeneous and inherent
phenotypic instability in this subset (Ghoreschi et al. 2011;
Hirota et al. 2012; Sundrud and Trivigno 2013). Th17 cells are
susceptible to changing to Th1, most likely due to epigenetic
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regulation (Murphy and Stockinger 2010; O’Shea and Paul
2010; Zhu and Paul 2010; Hirota et al. 2012).
The inflammatory microenvironment causes Th17 cells a
separate Th subset with a homeostatic role, able to clear
pathogens that are less efficiently resolved by Th1 or Th2
(Chen and O’Shea 2008; Acosta-Rodriguez et al. 2007; Cua
and Tato 2010). By contrast, Th17 cells have also been related
to organ-specific autoimmune diseases (Korn et al. 2009;
Hirota et al. 2012; Marwaha et al. 2012). In order to under-
stand the potential role of Th17 cells in the development of
massive inflammation and autoimmune diseases, it is impor-
tant to know the regulatory mechanisms involved in their
differentiation, proliferation, and function. Inhibitory cyto-
kines, nuclear receptors, metabolic sensors, inhibitors of
STATs, microRNAs (Hirahara et al. 2010; Bi and Yang
2012; Hirota et al. 2012) and probably immunomodulatory
neuropeptides, are able to modulate Th17 cells.
Vasoactive intestinal peptide (VIP) is a ubiquitous neuro-
peptide that plays important regulatory roles in many physio-
logical processes through binding to its specific receptors,
vasoactive intestinal peptide receptor (VPAC)1 and VPAC2
(Couvineau and Laburthe 2012; Harmar et al. 2012). In the
immune system, VIP can modulate both innate and adaptive
immunity, showing predominantly anti-inflammatory and im-
munomodulatory actions. In vivo mouse data indicate that
VIP treatment may have a promising role in the treatment of
inflammatory and autoimmune diseases (Delgado et al. 2001;
Gomariz et al. 2006; Lodde et al. 2006; Arranz et al. 2008;
Calafat et al. 2009; Smalley et al. 2009; Gomariz et al. 2010).
In several animal models of inflammation and autoimmune
diseases, it has been described that VIP decreases cytokine
expressions related to Th17 cells (Abad et al. 2005; Leceta
et al. 2007; Jimeno et al. 2010). However, in vitro studies
using mouse CD4+ T cells have reported that VIP plus
transforming growth factor beta (TGF-β) promote their dif-
ferentiation to a Th17 subset in a VPAC1-dependent manner
(Yadav et al. 2008). Thus far, the role of VIP in human Th17
cells remains unclear.
Th17 cells are considered a major link between innate and
adaptive immune responses, having a critical role in normal
host defense (Graeber and Olsen 2012). This important scen-
ery demands a better understanding of how these cells work
and how they may be modulated by the microenvironment in
a normal host and within the framework of autoimmune
disease. Given the multiple effects of VIP on immune micro-
environments and its immunomodulatory role in human auto-
immune diseases, it is important to better understand the
influence of VIP during human Th17 cell differentiation. This
is the first report that maps the cytokine and master regulator
pattern of the Th17 subset after its differentiation from naïve
human CD4 T cells under the influence of VIP, examining
their functionality and describing how VPAC receptors are
modulated during Th17 differentiation.
Materials and Methods
Isolation of Naïve Human T Cells
Naïve CD4+ T cells were isolated from the human cord blood
from six healthy donors. The study was performed according
to the recommendations of the Declaration of Helsinki. The
samples were obtained after the donors had signed a written
informed consent and were approved by the ethics committee
of the Transfusion Center (Comunidad de Madrid). For CD4+
T cells isolation, density gradient centrifugation by Ficoll–
Hypaque (Sigma Aldrich) and negative selection using a
commercial isolation system (RosetteSep® Human CD4+ T
Cell Enrichment Cocktail from StemCell Technologies) were
combined. Naïve T cells were then positively isolated with a
MACS Cell Isolation kit using CD45RA+ MicroBeads
(Miltenyi Biotec). The purity exceeded 90 %.
In Vitro Th17 Cell Polarization
Cells were cultured at 4×104 cells/well in RPMI 1640
GlutaMAX media (Life Technologies) supplemented with
10 % fetal bovine serum (Lonza) and 1 % penicillin/
streptomycin (Life Technologies). Cells were expanded with
anti-CD3 and anti-CD28-coated beads (Life Technologies).
Three types of cultures were established: Nonpolarizing con-
ditions; Th17-polarizing conditions in the presence of human
recombinant TGF-β (2 ng/ml; eBioscience), human recombi-
nant IL-23 (10 ng/ml; eBioscience), human recombinant IL-6
(10 ng/ml; eBioscience), human recombinant IL-1β (10 ng/ml;
eBioscience), anti-IL-4 (2 μg/ml; BD Pharmingen), and anti-
IL-12p35 (2 μg/ml; R&D System); and VIP/Th17-polarizing
conditions as above plus 10 nM of VIP (Polypeptide Group).
For VPAC receptor agonist and antagonist studies, 10 nM of
agonist VPAC1 [K
15R16L27VIP (1-7)/GRF (8-27)] or agonist
VPAC2 (RO 25-1553) were added instead of VIP; 1 μM of
VPAC1 antagonist [AcHis
1DPhe2K15R16L27VIP (3-7)/GRF
(8-27)] was added in addition to VIP. On day 4 of culture,
medium was replaced with one containing the recombinant
cytokines, peptides, and antibodies corresponding to each
treatment but without anti-CD3 and anti-CD28 to avoid
overstimulation.
RNA Extraction and Semiquantitative Real-Time PCR
For total RNA extraction, we used the TriReagent method
(Sigma Aldrich). Total RNA (2 μg) was reverse transcribed
using a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies). Semiquantitative real-time polymerase chain
reaction (PCR) analysis for all molecules tested was per-
formed using TaqMan Gene Expression Master Mix (Life
Technologies), with the exception of IL-22, which was tested
using SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies)
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(Table 1).β-Actin was used as an endogenous reference gene.
For each sample, we compared the amount of target mRNA
normalized to the endogenous reference, using the formula
2−ΔΔCt.
Measurement of Cytokines
Cells were restimulated on day 7 with 20 ng/ml phorbol
myristate acetate (PMA) and 0.5 μM ionomycin (Sigma Al-
drich) for 6 h. After stimulation, the levels of IL-17A, IL-21,
IL-22, IFN-γ, IL-9, IL-2 (eBioscience), and IL-10 (Diaclone)
were analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA).
Measurement of BrdU Incorporation
Cell proliferation was determined by incorporation of
Bromodeoxyuridine (BrdU) into DNA using the Cell Prolif-
eration Assay Kit (Roche). On days 4 and 7 of culture, cells
were incubated with 10 μM BrdU for 24 h. Absorbance at
450 nm with a 690-nm reference was measured in a plate
reader (UVM 340 microplate reader, ASYS HITECH
GMBH).
Measurement of Cell Viability
Viability of cells was determined by trypan blue dye exclusion
assay. On day 7 of culture, cells were collected and incubated
with trypan blue solution (1:1) and the number of viable and
dead cells was counted. Cell viability was calculated as the
relationship between the number of viable cells on day 7 and
the total number of cells cultured.
Flow Cytometry Analysis
After 7 days of culture, cells were collected from the culture
plates and labeled with phycoerythrin-conjugated CCR6 (clon
11A9, BDPharmingen) at 4°C for 30min. Cells were washed,
fixed, and permeabilized with Transcription Factor Buffer Set
(BD Pharmingen) for 50 min at 4°C. Then, cells were labeled
with Alexa Fluor 488-conjugated T-bet (O4-46, BD
Pharmingen), allophycocyanin-conjugated RAR-related or-
phan receptor C (RORC; clone AFKJS-9, eBioscience) and
Brilliant Violet 711-conjugated Ki67 (clone Ki-67,
BioLegend) at 4°C for 1 h in perm/wash buffer. Auto-
fluorescence and isotype controls were set up to define non-
specific fluorescence.
Table 1 Genes analyzed by semiquantitative real-time polymerase chain reaction
Method Gene GenBank accession no. Sequence position/assay
location (TaqMan®)
Sequence/assay ID (TaqMan®)
SYBR® Green β-Actin E00829 1,435–1,535 Forward: 5′-AGAAGGATTCCTATGTGGGCG-3′
Reverse: 5′-CATGTCGTCCCAGTTGGTGAC-3′
SYBR® Green IL-22 NM_020525 256–368 Forward: 5′-ACAACACAGACGTTCGTCTCATTG-3′
Reverse: 5′-GAACAGCACTTCTTCAAGGGTGA-3′
TaqMan® IL-21R NM_181079.3 275 Hs00222310_m1
TaqMan® IL-23R NM_144701.2 1,037 Hs00332759_m1
TaqMan® IL-12Rβ2 NM_001559.2 1,900 Hs00155486_m1
TaqMan® RORC NM_005060.3 182 Hs00172860_m1
TaqMan® RORA NM_002943.3 1,173 Hs00536545_m1
TaqMan® AhR NM_001621.4 1,318 Hs00169233_m1
TaqMan® STAT3 NM_003150.3 488 Hs01047580_m1
TaqMan® Foxp3 NM_014009.3 1,004 Hs01085834_m1
TaqMan® Tbx21 NM_013351.1 707 Hs00203436_m1
TaqMan® IL-17A NM_002190.2 279 Hs00174383_m1
TaqMan® IL-10 NM_000572.2 510 Hs00961622_m1
TaqMan® IL-9 NM_000590.1 325 Hs00914237_m1
TaqMan® IL-21 NM_021803.3 406 Hs00222327_m1
TaqMan® IL-2 NM_000586.3 267 Hs00174114_m1
TaqMan® IFN-γ NM_000619.2 495 Hs00989291_m1
TaqMan® VPAC1 NM_004624.3 306 Hs00270351_m1
TaqMan® VPAC2 NM_003382.4 644 Hs00173643_m1
TaqMan® β-Actin NM_001101.3 54 Hs03023943_g1
Method, gene, genebank accession number, sequence position or assay location, and sequence or assay ID for each primer used in the study are shown
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Immunocytochemistry Staining
On days 0 and 7, cell suspensions were centrifuged onto glass
slides (50.000 cells/glass slide), dried, and fixed. Cells were
then rehydrated and blocked with PBS containing 5 % goat
serum and 5 % donkey serum. After washing, cells were
incubated with 0.02 mg/ml rabbit anti-VPAC1 polyclonal
antibody and/or mouse anti-VPAC2 monoclonal antibody
(Acris Antibodies) for 1 h. After washing, cells were incubat-
ed for 45 min with 1 μg/ml Donkey anti-rabbit IgG (H+L)
Alexa Fluor 488-conjugated and goat anti-mouse IgG (H+L)
Alexa Fluor 594-conjugated (Life Technologies). Cells were
counterstained with 1 μg/ml Hoechst to visualize nuclear
bodies.
Statistical Analysis
The t test was used to compare different cell populations, and
correlations were conducted using Pearson’s coefficient test.
Both statistical tests were done using GraphPad Prism Version
4.0 software (GradphPad Software).
Results
In Vitro Differentiation of Th17 Cells and Its Maintenance
by VIP
First, we analyzed the features of differentiated Th17 cells by
checking protein expression of different cytokines in the su-
pernatants after 7 days of culture (Fig. 1a). Signature cyto-
kines of the Th17 subset such as IL-17A or IL-21 were
significantly increased in the supernatants of Th17-polarized
cells. Surprisingly, the Th17-polarized cells secreted signifi-
cantly less IL-22 compared with nonpolarized cells. IFN-γ
levels in supernatants of Th17-polarized cells were lower with
respect to nonpolarized cells. Analysis of IL-2 and IL-10
production showed no clear differences between Th17-
polarized and nonpolarized cells. Finally, IL-9 determination
showed higher protein levels in Th17-polarized cells than in
the nonpolarized cells. Thus, Th17-polarized cells in this
in vitro system are characterized by high expression levels
of IL-17A, IL-21, and IL-9 and low levels of IFN-γ and IL-22.
Cytokine levels in VIP/Th17-polarized cells were similar to
Th17-polarized cells, with the exception of IL-17A protein,
Fig. 1 Cytokine profile and cytokine receptor expressed by human
Th17- and VIP/Th17-polarized cells. a Protein expression of IL-17A,
IL-21, IL-22, IFN-γ, IL-2, IL-10, and IL-9 was analyzed in culture
supernatants by ELISA. Values were corrected considering the final
volume of supernatants and the number of viable cells of each sample.
b mRNA expression of IL-21R, IL-23R, and IL-12Rβ2 was determined
by real-time PCR on day 7. Data were analyzed normalizing with β-actin
mRNA expression and compared with the mRNA expression of
CD4+CD45RA+ T cells (which was set at 1). Data are the mean±SEM
of six different cultures, performed in duplicate or triplicate. *P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001 nonpolarized cells versus the other conditions;
#P<0.05; ###P<0.001 Th17-polarized versus VIP/Th17-polarized cells
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which was lower in the Th17-polarized cells in the presence of
VIP. Nevertheless, IL-17A levels were significantly higher in
these cells than in nonpolarized cells.
We analyzed the mRNA expression of IL-21R, IL-23R,
and IL-12Rβ2 (Fig. 1b). Regarding IL-21R expression, sim-
ilar levels of expression were determined in all cases. Our data
also showed higher IL-23R mRNA levels in Th17-polarized
cells compared with nonpolarized cells. VIP significantly
increased the expression of IL-23R. IL-12 receptor expression
was determined by the analysis of the IL-12Rβ2 subunit. The
results showed significantly decreased IL-12Rβ2 expression
in both Th17- and VIP/Th17-polarized cells.
We also examined the mRNA expression of transcription
factors of different Th subsets (Fig. 2). Results showed that
RORC, RAR-related orphan receptor A (RORA), and aryl
hydrocarbon receptor (AhR) expression were higher in Th17-
polarized than in nonpolarized cells. Analysis of STAT3 ex-
pression did not show significant differences between the two
conditions. In contrast, Foxp3 and T-box transcription factor
(Tbx21/T-bet) expression was lower in Th17-polarized than
nonpolarized cells. Interestingly, VIP/Th17-polarized cells
showed higher RORC, RORA, and STAT3 expression than
Th17-polarized cells. In summary, the presence of VIP during
human Th17 differentiation could maintain their Th17 com-
mitment and significantly enhances IL-23R, RORC, RORA
and STAT3 expression.
Functional Features of In Vitro Human Th17-Polarized Cells:
Modulation by VIP
Recent studies have begun to shed light on the heterogeneity
(pathogenic or nonpathogenic phenotype) and inherent phe-
notypic instability of Th17 subsets (McGeachy et al. 2007;
Murphy and Stockinger 2010; Sundrud and Trivigno 2013).
Different profiles of cytokines expressed by Th17 cells are
related to the pathogenic or nonpathogenic phenotype of these
cells, thus we determined the correlations between several
cytokines, associated with proinflammatory or anti-
inflammatory Th17 profiles, with IL-17 and RORC (Fig. 3).
IL-17A levels were positively correlated with IL-10, IL-9, and
IL-21 levels, either in the presence or absence of VIP, with a
Pearson’s coefficient (r) near 1.0 in all cases. Negative
correlations were seen between IL-2 and IL-17A and be-
tween RORC and IL-22 (Pearson’s coefficient close to −1)
in both cases. Conversely, considering the balance of
Th17/Th1, only when VIP is added to the cultures, IFN-γ
and Tbx21 expressions were negatively correlated to the
expression of IL-17A and RORC, respectively (Fig. 4a).
Flow cytometric analysis of RORC- and T-bet-expressing
cells on day 7 showed that 78.8 and 81.7 % of Th17- and
VIP/Th17-polarized cells, respectively, were positive for
RORC but negative for T-bet (Fig. 4b). A small percentage
of RORC+/T-bet+ double positive cells was detected, which
Fig. 2 Transcription factors expressed by human Th17- and VIP/Th17-
polarized cells. mRNA expression of RORC, RORA, AhR, STAT3,
Foxp3, and Tbx21 was determined by real-time PCR on day 7. Data
were analyzed normalizing with β-actin mRNA expression and com-
pared with the mRNA expression of CD4+CD45RA+ T cells (which was
set at 1). Data are the mean±SEM of six different cultures, performed in
duplicate or triplicate. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 nonpolarized
cells versus the other conditions; #P<0.05; ##P<0.01; ###P<0.001 Th17-
polarized versus VIP/Th17-polarized cells
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was lower in VIP/Th17-polarized (1.87 %) than in Th17-
polarized cells (3.85 %).
Functional features of Th cells depend on their proliferation
and homing capacity. Hence, we also tested their proliferation
rate by analyzing the incorporation of BrdU into DNA on days
4 and 7 (Fig. 5a). There were no significant differences be-
tween Th17- and VIP/Th17-polarized cells on day 4, whereas
on day 7 Th17-polarized cells had higher levels of BrdU
incorporation than nonpolarized cells. Interestingly, at day 7,
the presence of VIP during the Th17 polarization of the naïve
Th cells increased their proliferation rate compared with
nonpolarized and Th17-polarized cells. In addition, we deter-
mined the cell viability of our cells on day 7. No differences
were found in the cell viability between nonpolarized cells and
Th17-polarized cells and between Th17-polarized and VIP/
Th17-polarized cells (Fig. 5a). In addition, we measured the
proportion of cells that expressed RORC and the proliferation
marker Antigen KI-67 (Ki67) by flow cytometric analysis
(Fig. 5b). Around 83 % of total cells were double positive
for RORC and Ki67. Almost all RORC cells were actively
proliferating. No differences were observed when VIP was
added to the cultures.
We explored the homing capacity of the Th17 cells by
studying the expression of the chemokine receptor CCR6.
Double positive RORC/CCR6 cells were detected on Th17-
polarized (74.8 %) and in VIP/Th17-polarized cells (77.3 %)
(Fig. 5c) indicating that Th17-polarized cells have a migration
capacity and that VIP preserves their homing capacity.
Fig. 3 Relationships between
mRNA expression of several
cytokines and master regulators
suggest a nonpathogenic Th17
phenotype. Correlation between
mRNA expression of IL-10 and
IL-17A, IL-9 and IL-17A, IL-21
and IL-17A, IL-2 and IL-17A,
and RORC and IL-22 were
determined by real-time PCR on
day 7 of culture after PMA and
ionomycin stimulation for 6 h.
Data were analyzed normalizing
with β-actin mRNA expression
and compared with the mRNA
expression of CD4+CD45RA+ T
cells (whichwas set at 1). Data are
the mean±SEM of six different
cultures performed in triplicate.
Pearson’s coefficients (r) are
shown
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Switch in the Expression Pattern of VIP Receptors with Th17
Polarization
We tested the expression of VPAC1 and VPAC2 recep-
tors for VIP. As Fig. 6a shows, VPAC1 expression is
downregulated during T cell culture under CD3 and
CD28 stimulation whereas VPAC2 expression is main-
tained with Th17 polarization. The ratio between mRNA
expression of VPAC2 and VPAC1 receptors was signif-
icantly increased in activated/expanded cells with re-
spect to CD4+CD45RA+ T cells after 7 days of culture.
This ratio was close to 1.0 in nonpolarized cells; how-
ever, it was significantly increased in Th17- and VIP/
Th17-polarized cells. VIP/Th17-polarized cells increased
the expression of both receptors but not significantly.
The VPAC1 increase in VIP/Th17-polarized cells was of
greater magnitude compared with the VPAC2 increase;
consequently, the VPAC2/VPAC1 ratio was significantly
less than in Th17-polarized cells. VPAC receptor ex-
pression was corroborated at the protein level by immu-
nocytochemical analysis (Fig. 6b). We detected
expression of both VPAC1 and VPAC2 in naïve Th cells
and Th17-polarized cells. No staining was observed
when isotype controls were used. These results con-
firmed the receptor pattern observed at the mRNA level.
In summary, VPAC1 could be the main receptor in-
volved during the onset of Th17 generation, whereas
Th17 differentiation induces a switch on VIP receptors,
with VPAC2 being the main receptor expressed after the
differentiation of Th17 cells.
In order to test the specificity of VPAC receptor involve-
ment in the effect of VIP during Th17-polarization, we used
specific agonists and one antagonist (Fig. 7). The presence of
VPAC1 antagonist during the differentiation of VIP/Th17 cells
significantly reduced IL-17A, STAT3, and RORC VIP-
stimulated mRNA expression. RORA was also reduced but
not significantly. In Th17-polarized cells, the VPAC1 agonist
significantly augmented IL-17A, RORC, RORA, and STAT3
mRNA expression compared with Th17-polarized cells. In
Th17-polarized cells, the VPAC2 agonist induced an increase
in the expression of mRNA in all molecules tested with the
exception of STAT3.
Fig. 4 Relationships between specific cytokines and master regulators
for Th17 and Th1 subsets under VIP influence. a Correlation between
mRNA expression of IFN-γ and IL-17A or Tbx21 and RORC was
determined by real-time PCR on day 7 of culture after PMA and
ionomycin stimulation for 6 h. Data were analyzed normalizing with β-
actin mRNA expression and compared with the mRNA expression of
CD4+CD45RA+ T cells (which was set at 1). Data are the mean±SEM of
six different cultures performed in triplicate. Pearson’s coefficients (r) are
shown. b T-bet and RORC expression was determined by flow cytometry
analysis. After 7 days of culture, cells were labeled with Alexa Fluor 488-
conjugated T-bet and allophycocyanin-conjugated RORC. Figure shows
a dot plot analysis indicating T-bet expression versus RORC expression
in Th17-polarized and VIP/Th17-polarized cells. One representative ex-
periment of three is shown
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Discussion
Th17 cells were initially described as the key pathogenic
element in several autoimmune diseases (Korn et al. 2009;
Hirota et al. 2012; Marwaha et al. 2012). Conversely, new
evidence suggests that, depending on the microenvironment,
Th17 cells can alter their differentiation program, inducing
either protective/anti-inflammatory or proinflammatory re-
sponses (Ghoreschi et al. 2011; Marwaha et al. 2012;
Sundrud and Trivigno 2013). How different factors of an
inflammatorymicroenvironment canmodulate differentiation,
function or pathogenicity of human Th17 is still unclear and
requires further attention. Given the known immunomodula-
tory and anti-inflammatory role of VIP in several inflamma-
tory and autoimmune disorders, we report for the first time the
influence of this neuropeptide on human Th17 cell differenti-
ation and function.
Many studies have examined Th17 differentiation in vitro,
both in mouse and human. Although there are discrepancies
between different authors about the importance of some cyto-
kines, it is clear that IL-6, IL1-β, and IL-21 are involved in
human Th17 differentiation (Korn et al. 2009; Ganjalikhani
et al. 2011; Hirota et al. 2012). The implication of TGF-β in
this process is associated with the pathogenicity, or lack
Fig. 5 Influence of VIP on proliferation and homing capacity of Th17-
polarized cells. aCell proliferation rate and cell viability were tested in the
different cell populations. A colorimetric method based on BrdU incor-
poration into DNA during cell division was used in the cultures on days 4
and 7. According to the blank and background values, absorbance data
were converted to percentages considering the mean of absorbance data
of Th17-polarized cells of each sample as 100%. Final results correspond
to the mean±SEM of three different cultures. *P<0.05; ***P<0.001
nonpolarized cells versus the other conditions; #P<0.05; ###P<0.001
Th17-polarized versus VIP/Th17-polarized cells. Viability of cells was
determined by trypan blue dye exclusion assay on day 7 of culture in the
different cell populations. Cell viability was calculated as the relationship
between the number of viable cells on day 7 and the total number of cells
cultured. Values were adjusted considering the number of wells cultured
for each sample. b Th17-polarized cells proliferation was also tested by
flow cytometry analysis studying Ki67 and RORC expression. After
7 days of culture, cells were labeled with Brilliant Violet 711-conjugated
Ki67 and allophycocyanin-conjugated RORC. Figure shows a dot plot
analysis indicating Ki67 expression versus RORC expression and a
histogram analysis indicating Ki67 expression. One representative exam-
ple of three is shown. c Homing capacity of Th17-polarized cells was
studied analyzing CCR6 expression by flow cytometry analysis. After
7 days of culture, cells were labeled with phycoerythrin-conjugated
CCR6 and allophycocyanin-conjugated RORC. Figure shows a dot plot
analysis indicating CCR6 expression versus RORC expression. One
representative experiment of three is shown
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thereof, of Th17 cells. This cytokine is linked with the differ-
entiation of a nonpathogenic phenotype (McGeachy et al.
2007; Ghoreschi et al. 2011; Zuñiga et al. 2013). Despite its
implications in their potential pathogenicity (Lee et al. 2012),
the presence of IL-23 is necessary for the stabilization of Th17
cells (Korn et al. 2009). In this sense, McGeachy et al. suggest
that when cells are polarized in the presence of TGF-β, IL-6,
and IL-23, the effect of the former are predominant with
respect to IL-23 and this effect is related with a nonpathogenic
phenotype (McGeachy et al. 2007). For these reasons, we
used IL-6, IL1-β, IL-21, TGF-β, and IL-23 in our in vitro
human Th17 differentiation model.
As expected, a main increase in IL-17A and IL-21 cyto-
kines and the transcription factors RORC and RORA were
confirmed in Th17-polarized cells. Indeed, a positive correla-
tion between IL-21 and IL-17Awas observed. By contrast, a
decrease in IL-22 levels was detected in Th17-polarized cells.
A negative correlation between IL-22 and RORC was ob-
served in Th17-polarized cells. In accordance with these find-
ings, it has been described that T cells restimulated in the
presence of TGF-β and IL-6 did not induce IL-22 expression
(McGeachy et al. 2007). Related to IL-2 expression, results
showed a slight tendency to decrease IL-2 secretion and a
negative correlation between IL-2 and IL-17 in Th17-
polarized cells. IL-2, a survival factor of Th cells, inhibits
Th17 differentiation at early stages, but can expand Th17 cells
at a late stage (Amadi-Obi et al. 2007; Korn et al. 2009). Their
high expression levels in Th17 cells have been associated with
Fig. 6 Switch in the expression pattern of VPAC receptors during human
Th17 differentiation. a mRNA expression of VPAC1 and VPAC2 was
determined by real-time PCR on day 0 for CD4+CD45RA+ Tcells and on
day 7 of culture after PMA and ionomycin stimulation for 6 h for
nonpolarized cells, Th17-polarized and VIP/Th17-polarized cells. Data
were analyzed normalizing with β-actin mRNA expression and com-
pared with VPAC2 mRNA expression of nonpolarized cells (which was
set at 1). Individual mRNA expression and the ratio between mRNA
expression of VPAC1 and VPAC2 are shown. Data are the mean±SEM of
five different cultures performed in triplicate. **P<0.01; ***P<0.001
CD4+CD45RA+ T cells versus the other conditions; ###P<0.001
nonpolarized cells versus Th17-polarized cells; δδδP<0.001 Th17-polar-
ized versus VIP/Th17-polarized. b Protein expression of VPAC1 and
VPAC2 receptors was analyzed by immunofluorescence staining in
CD4+CD45RA+ T cells on day 0 and Th17-polarized cells on day 7.
Nuclei were counterstained with Hoechst (blue) and receptors were
stained with Alexa Fluor 488-conjugated secondary antibody (green)
and Alexa Fluor 594-conjugated secondary antibody (red) for VPAC1
and VPAC2, respectively. One representative example of three is shown
J Mol Neurosci
a pathogenic phenotype in these cells (Ghoreschi et al. 2011;
Zuñiga et al. 2013). Meanwhile, similar levels of IL-10 were
detected in nonpolarized and Th17-polarized cells. By con-
trast, the IL-9 levels were increased in Th17-polarized cells. A
positive correlation between IL-10 and IL-17 and between IL-
9 and IL-17 levels appears in Th17-polarized cells. The pro-
duction of IL-10 and IL-9 by Th17 cells points to their
potential nonpathogenic/anti-inflammatory phenotype
(Ghoreschi et al. 2011; Zuñiga et al. 2013). In this sense,
Th17 cells activated in the presence of TGF-β and IL-6
secrete IL-17 and IL-10, suggesting a potential regulatory
function for these cells or a possible regulatory mechanism
to counteract their pathogenic potential (McGeachy et al.
2007). In addition, it has been demonstrated that IL-9
nonsecreting Th17 cells were more pathogenic than IL-9
secreting Th17 cells (Beriou et al. 2010). With regard to the
cytokine receptor, we observed higher IL-23R mRNA levels
in Th17-polarized cells than in nonpolarized cells. Therefore,
Th17-polarized cells are able to respond to IL-23, the cytokine
necessary for the stabilization of this subset. Different reports
relate IL-23R expression to the pathogenicity of Th17 cells
(Lee et al. 2012; Zuñiga et al. 2013). However, this receptor is
not exclusive of pathogenic Th17 cells, but the overexpression
of IL-23R is related to a pathogenic/proinflammatory pheno-
type (Ghoreschi et al. 2011; Lee et al. 2012; Zuñiga et al.
2013). Aside from RORC and RORA, another transcription
factor closely related to the Th17 subset is AhR. As has been
previously described, AhR expression was significantly in-
creased in Th17-polarized cells (Veldhoen et al. 2008).
Ghoreschi et al. showed that Th17 cells, differentiated in the
presence of TGF-β, express high levels of AhR and demon-
strated that these cells are less pathogenic than Th17 cells
differentiated in the absence of TGF-β that do not express
AhR (Ghoreschi et al. 2011). Taking into account all of these
data, our data show that Th17 cells differentiated in our culture
conditions present the following characteristics of a
nonpathogenic/anti-inflammatory profile: an increase in IL-9
secretion, AhR expression, and a decrease in IL-22 and IFN-γ
secretion and T-bet expression. In addition, we demonstrated
positive correlations between IL-17 and cytokines related to
nonpathogenic phenotype (IL-17 and IL-10, IL-17, and IL-9)
and a negative correlation with pathogenic indicators (IL-17
and IL-2 and RORC and IL-22).
From the standpoint of plasticity and heterogeneity, Th17
cells are closely related to the Th1 subset (Murphy and
Stockinger 2010; O’Shea and Paul 2010). The levels of
IFN-γ and Tbx21 were decreased in Th17-polarized cells. It
has been suggested that TGF-β downregulates Tbx21 expres-
sion and as a consequence IFN-γ expression (Ghoreschi et al.
2011; Zuñiga et al. 2013), decreasing IFN-γ+/IL-17+ double-
secreting Th17 cells (Ganjalikhani et al. 2011). A low percent-
age of RORC+/T-bet+ double-positive cells was observed in
our cultures. Moreover, IL-12Rβ2 expression was significant-
ly decreased after Th17-differentiation, in agreement with
Fig. 7 Effect of specific agonists and antagonist for VPAC receptors
during Th17 polarization. mRNA expression of IL-17A, IL-23R, RORC,
RORA, and STAT3was determined by real-time PCR on day 7 of culture.
Different conditions for Th17-polarized cells were performed. Data were
analyzed normalizing withβ-actin mRNA expression and compared with
mRNA expression of nonpolarized cells (which was set at 1). Data for
Th17-polarized cells was referred as 100 % and the other mRNA expres-
sion calculated as a percentage with respect to Th17-polarized cells. Data
are the mean±SEM of three different cultures performed in triplicate.
*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, Th17-polarized cells versus the other
conditions; #P<0.05; ##P<0.01; ###P<0.001, VIP/Th17-polarized cells
versus VIP/Th17-polarized cells+VPAC1 antagonist cells
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previous reports (Korn et al. 2009). On the basis of all of these
findings, we document a decrease in Th1 profile of Th17 cells
polarized in these in vitro conditions. This fact is related with a
nonpathogenic/anti-inflammatory phenotype, since conver-
sion of Th17 to a Th1 phenotype can promote the pathogenic
potential of these cells.
Proliferation analysis showed a greater proliferation in
Th17-polarized cells than in nonpolarized cells on day 7. In
addition, we confirmed that around 83 % of total cells were
double positive for RORC and Ki67. Therefore, in our culture
conditions, almost all RORC cells were actively proliferating.
Although it has been described that Th17 cells have a low
ability to proliferate and to produce IL-2 in response to com-
bined CD3 and CD28 stimulation (Santarlasci et al. 2012),
Th17 cells polarized in our cultures show high proliferation
rate and secreted IL-2. This fact could be explained in part by
the increase in the expression of IL-23R during differentiation
process and their capacity to answer to IL-23, cytokine asso-
ciated with the expansion of Th17 subset (Zhu and Paul
2008). In addition, differences in culture conditions such as
the stimulation conditions, the cytokines used in the polariza-
tion, the time of the culture, or the method used to check the
proliferation, could explain this discrepancy.
In addition to previous analyses, we checked the homing
capacity of the Th17 cells through the analysis of the expres-
sion of the chemokine receptor CCR6, which is the most
important homing receptor for Th17 cells. This chemokine
receptor allows their migration to an inflammatory microen-
vironment in response to CCL20 (Acosta-Rodriguez et al.
2007; Korn et al. 2009). Double-positive RORC/CCR6 cells
were detected in Th17-polarized cells. These results indicate
that Th17 cells polarized in our in vitro culture conditions
have the capacity of respond to CCL20.
VIP plays several modulatory roles in many physiological
processes in the immune system. It shows predominantly anti-
inflammatory and immunomodulatory actions, modulating
the innate and the adaptive responses. Related to Th subsets,
it has been described that VIP is able to modulate Th1, Th2, or
iTreg cells (Gomariz et al. 2006; Gutiérrez-Cañas et al. 2008;
Jimeno et al. 2010, 2011). In vitro and ex vivo studies with
mice demonstrated that VIP can promote the Th17 subset,
over the Th1 subset (Yadav et al. 2008; Jimeno et al. 2011).
Our results show that in human VIP/Th17-polarized cells, the
IL-17A secretion was decreased. This decrease in IL-17A
protein expression in the presence of VIP has been described
previously (Jimeno et al. 2011). However, results show that
VIP induces the expression of IL-17A mRNA levels. Post-
transcriptional regulation mechanisms could be involved in
this discrepancy, but future studies are needed to clarify this.
Related to cytokine receptor expression, IL-23R mRNA ex-
pression was increased in the presence of VIP. As mentioned
above, the expression of IL-23R indicates that cells are able to
respond to IL-23, the cytokine necessary for the stabilization
of this subset. Although several reports have associated the
overexpression of IL-23R with pathogenicity of Th17 cells
(Ghoreschi et al. 2011; Lee et al. 2012; Zuñiga et al. 2013), the
expression of IL-23R is not exclusive of pathogenic Th17
cells. In this sense, the increase in IL-23R expression shown
in the presence of VIP could indicate a greater stabilization of
Th17-polarized cells generated in these culture conditions. On
the other hand, our results show that RORC, RORA, and
STAT3 were significantly increased in the presence of VIP.
As the lineage-defining transcription factors of the Th17 cells
are RORC and RORA (Yang et al. 2008), the increase in
expression of both in the presence of VIP show that this
neuropeptide promotes Th17 differentiation in our culture
conditions. In addition, it has been described that STAT3 is
related to IL-23R, RORC, and RORA expression (Harmar
et al. 2012). For this reason, an increase in STAT3 expression
in cells treated with VIP could indicate that VIP supports
Th17 cells. Conversely, in the presence of VIP, no differences
in the expression of IL-22 were detected in the Th17-polarized
cells, but were significantly less expressed than in
nonpolarized cells. In this sense, it has been reported that
VIP decreases IL-22 production by Th17 cells (Ding et al.
2012) but, conversely, increases IL-22 expression during
mouse Th17 differentiation (Yadav et al. 2008). Regarding
the heterogeneity of Th17 cells, it has been described that VIP
promotes Th17 over the Th1 subset in mouse (Jimeno et al.
2011) and in a model of autoimmune diabetes (Jimeno et al.
2010). A positive correlation between IFN-γ and IL-17A and
between Tbx21 and RORC was observed in Th17-polarized
cells. This may indicate a slight tendency toward a Th1 shift in
the present culture conditions. Recent studies highlight the
importance of the plasticity of Th17 cells in the Th1 pheno-
type (Lee et al. 2008; Lexberg et al. 2010; Hirota et al. 2012;
Sundrud and Trivigno 2013). Conversion of Th17 to the Th1
phenotype might contribute to the pathogenic potential of
these cells. Analysis of the Th17/Th1 profile in the presence
of VIP showed that these correlations were negative in VIP/
Th17-polarized cells, which also show a decrease in RORC+/
T-bet+ double-positive cells, indicating that in the presence of
VIP, Th17 cells are less prone to differentiate to a Th1 path-
ogenic phenotype (Fig. 8).
It has been shown that VIP inhibits proliferation of human
CD4+ T cells and mouse erythrocyte-depleted spleen cells
(Delgado et al. 1996; Jimeno et al. 2011). However, in human,
VIP can act as an inductor or inhibitor of proliferation in
different human cells (Harmar et al. 2012). Our results using
BrdU indicate that VIP promotes the proliferation rate of
Th17-polarized cells at day 7. Moreover, we determined the
cell viability on day 7 and found no differences between
Th17-polarized cells and VIP/Th17-polarized cells. Thus,
we confirmed that the VIP effect was due to a proliferation
increase and not a cell viability increase. Conversely, the
analysis of Ki67/RORC double-expressing cells showed that
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this expression in the presence of VIP is not altered. This is not
unexpected since BrdU is incorporated into DNA only during
the S phase of the mitotic process whereas Ki67 is expressed
for its whole duration. Therefore, a possible effect of VIP only
during the S phase could be lost in Ki67 expression analyses
given the high expression levels of this protein in Th17-
polarized cells. In summary, the presence the VIP caused an
increase in the proliferation rate of Th17-polarized cells
(Fig. 8). This result is according to above mentioned results
and they indicate that VIP promotes the Th17 population in
our culture conditions. These findings are consistent with
previous in vitro and ex vivo studies in mice that demonstrated
that VIP can promote the Th17 subset (Yadav et al. 2008;
Jimeno et al. 2011). In addition, studies with different mice
models of autoimmune diseases have shown that VIP is able
to promote the Th17 differentiation in vivo (Abad et al. 2005;
Leceta et al. 2007). Taking account that there are endogenous
sources of VIP, as nerves fibers and immune cells, this neu-
ropeptides could modify human Th17 profile in vivo.
In relation to VIP receptor expressions, CD4+ T cells have
been studied previously (Vomhof-Dekrey and Dorsam 2008;
Dorsam et al. 2011). Our results demonstrate the interesting
finding that the VPAC receptor pattern changed in our cul-
tures. Unlike naïve Th cells, Th17-polarized cells predomi-
nantly express the VPAC2 receptor. It has been described that
naïve human and mouse CD4+ T cells predominantly express
the VPAC1 receptor and after clonal expansion there is a
downregulation of this receptor (Vomhof-Dekrey and Dorsam
2008; Dorsam et al. 2011). Changes in the pattern of VIP
receptors with the degree of activation/maturation of the cells
have been described (Juarranz et al. 2008; Vomhof-Dekrey
and Dorsam 2008; Dorsam et al. 2011). Although an increase
in the VPAC2/VPAC1 ratio was observed in nonconditioned
cells, this increase was significantly higher in Th17-polarized
cells. In addition, Yadav et al. noted that VIP-induced Th17
differentiation was mainly mediated through the VPAC1 re-
ceptor (Yadav et al. 2008). In addition, in our cultures, the high
levels of VPAC1 expression in naïve cells may be involved in
the differentiation process. Differential expression of VIP
receptors in human Th cells is poorly understood and future
studies are needed to clarify whether Th17-polarized cells
express more VPAC2 or VPAC1. Conversely, we tested the
specificity of VIP receptors involvement in the effect of VIP
during Th17-polarization using specific agonists and antago-
nist (Fig. 8). The specific agonists for VPAC1 and VPAC2
were previously and extensively used with a high affinity for
each receptor subtype (Couvineau and Laburthe 2012;
Harmar et al. 2012). The specific VPAC1 antagonist,
[AcHis1DPhe2K15R16L27VIP (3-7)/GRF (8-27)], has 200- to
1,000-fold greater affinity for the human VPAC1 than for the
human VPAC2 receptor. However, it does not stimulate the
adenylate cyclase activity of any membrane preparation in a
concentration range from 0.1 to 10.000 nM (Gourlet et al.
1997; Ceraudo et al. 2012). As a consequence, this antagonist
does not induce a biological effect per se (Baun et al. 2011).
By examining the functionality of VPAC receptors, we can
conclude that the expressions of important molecules of Th17
cells such as RORA, RORC, or IL-17A are upregulated by
VIP through VPAC1 and VPAC2 receptors. Meanwhile, VIP
exerts upregulation of IL-23R, a crucial molecule for Th17
stabilization in the late stages of Th17 differentiation, through
the VPAC2 receptor. However, the VPAC1 receptor was
shown to mediate STAT3 upregulation, according to a previ-
ous study that describes the effect of VIP on STAT3 in human
renal cell carcinoma (Vacas et al. 2012).
In conclusion, our results demonstrate that VIP may main-
tain the nonpathogenic/anti-inflammatory profile of human
Th17 cells; increase their proliferation rate; and reduce the
Th1 potential of these cells. In addition, Th17 differentiation
induces a switch in VPAC receptor expression pattern. These
Fig. 8 Schematic representation of VIP effect on human Th17-polarized
cells from naïve T cells. a The presence of VIP during human Th17
differentiation maintains Th17 commitment significantly enhancing IL-
23R, RORC, RORA, and STAT3 expression; reduces the Th1 potential of
Th17 cells; and increases the Th17 proliferation rate. b VIP presence
during human Th17 polarization upregulates the expression of several
molecules through its receptors VPAC1 and VPAC2. RORA, RORC, or
IL-17A expression are upregulated by VIP through VPAC1 and VPAC2
receptors; IL-23R expression is upregulated by VIP through the VPAC2
receptor; and STAT3 expression is upregulated by VIP through VPAC1
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results highlight a novel translational view in inflammation/
autoimmune diseases, which adds new reasons to consider
VIP as a therapeutic agent with great potential in the clinical
setting.
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Several studies in humans indicate derangement of 
Th17 cells in rheumatoid arthritis [RA]. Therapies 
targeting their pathogenicity, as well as their plasticity 
to the Th17/1 phenotype, could improve the effects from 
this pathology. Moreover, the neuroendocrine 
environment has been suggested as an important milieu 
conditioning the differentiation of lymphoid cells. 
Vasoactive Intestinal Peptide [VIP] is present in the joint 
microenvironment and its therapeutic effects are 
supported by several studies on RA. We examine the 
ability of VIP to modulate the Th17 phenotype. Blood 
CD4+CD45RO+ T cells from healthy donors and early 
RA [eRA] patients were expanded in a Th17-polarizing 
environmental medium in the presence of TGFβ. After 
seven days, the higher IL-17A, IL-21and IL-9 levels, and 
lower IL-22 levels, indicate a non-pathogenic profile for 
Th17 cells in healthy donors. However, Th17 cells from  
Abbreviations: ACAP=Anti–Citrullinated Protein Antibodies, ACR= 
American College of Rheumatology, CCR6= Chemokine Receptor 6, 
CIA= Collagen Induced Arthritis, DAS28= Disease Activity Score 28, 
EAE= Experimental Autoimmune Encephalomyelitis, ELISA= 
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, eRA= Early Rheumatoid 
Artritis, EULAR= European League Against Rheumatism, Foxp3= 
Forkhead box P3, GM-CSF= Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor, HD= Healthy Donors, IFNγ= Interferon gamma, 
IL-1β= Interleukin 1 beta, IL-2= Interleukin 2, IL-6= Interleukin 6, IL-
9= Interleukin 9, IL-10= Interleukin 10, IL-17= Interleukin 17,IL-21= 
Interleukin 21, IL-22= Interleukin 22, IL-23= Interleukin 23, iTreg= 
Induced regulatory T cells,PBMCs= Peripheral Blood Mononuclear 
Cells, RA= Rheumatoid Arthritis, SD= Standard Desviation, RORA= 
RAR-related Orphan Receptor A, RORC= RAR-related Orphan 
Receptor C, STAT3= Signal Transducer and Activator of 
Transcription 3, Tbx21= T-box transcription factor 21, TGFβ= 
Transforming Growth Factor beta, Th cells= T helper cells, Th1 cells= 
T helper 1 cells, Th2 cells= T helper 2 cells, Th17 cells= T helper 17 
cells, Treg= Regulatory T cells, VIP= Vasoactive Intestinal Peptide, 
VPAC1= Vasoactive intestinal peptide recetor type 1, VPAC2= 
Vasoactive intestinal peptide receptor type 2  
eRA patients produced significantly more IL-22 and 
IFNgamma and a Th17/1 profile, indicating a pathogenic 
phenotype. VIP increases the non-pathogenic profile of 
Th17-polarized cells, as shown by higher IL-10 and IL-9 
levels in both samples and lower IL-22 levels in eRA 
cells. A decrease in the Th17/1 profile and an increase in 
the Treg/Th17 profile of memory Th cells polarized 
towards the Th17 subset were induced by VIP. 
Regarding VIP receptors, the ratio VPAC2/VPAC1 is 
higher in eRA patients. In conclusions, this report 
addresses a novel and interesting question on the effect 
of VIP on the pathogenesis of human Th17 cells and 
adds clinical relevance to this question by analyzing in 
parallel healthy donors and eRA patients. 
Introduction 
Rheumatoid arthritis [RA] is an autoimmune disease 
that results in chronic inflammation and tissue 
damage in the joints. T and B cells have been 
implicated in the pathogenesis of RA. While 
autoantibodies to immunoglobulins and citrullinated 
peptides play a central role in generating joint-specific 
inflammation [1], the role of different autoreactive T 
cell subsets has been the subject of an intense 
debate. Once arthritogenic function was attributed to 
Th1 cells, the subsequent discovery of the Th17 
subset indicated a central role for these cells in this 
pathology, recently becoming a target for the 
treatment of the disease [2-4]. Th17 levels in 
peripheral blood are  
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associated with disease activity and IL-17 levels are 
increased in the synovial fluid of RA patients [5-8]. IL-
17 is a key orchestrator of the chronicity of RA. 
However, other molecules have been tested in 
reporting the presence of Th17 cells in RA including 
the transcription factor RORC, the major lineage-
specifying transcription factor for Th17 subset 
development [9], and the chemokine receptor CCR6, 
associated with the capacity of Th17 cells to move 
towards inflammatory joints [3,10]. It was found that in 
both the peripheral blood of healthy donors [HD] and 
the synovial fluid of RA patients, all IL-17-producing T 
cells expressing RORC were CCR6+ [11]. In addition, 
other transcription factors are strongly associated with 
the Th17 subset, such as RORA or STAT3 [9,12]. In 
addition, recent reports indicate the heterogeneity of 
cytokines secreted by these cells, reflected in a 
diversity of phenotypes [10]. Th17 cells have been 
proposed to include both pathogenic and non-
pathogenic cells according to polarization conditions 
and the cytokines produced [13,14]. While IL-6 is 
necessary for the development of both cell 
phenotypes, the presence of TGFβ determines the 
development of non-pathogenic Th17 cells [14]. A 
pathogenic phenotype is responsible for the transfer 
of experimental autoimmune encephalomyelitis [EAE] 
in mice, while the non-pathogenic phenotype does not 
transfer EAE [15]. All of these aspects have been 
addressed in the differentiation of Th17 cells from 
naïve CD4 T cells, but less is known about their 
heterogenic activity in memory Th cells. Other 
characteristics of Th17 cells indicate their partial 
plasticity, since these cells may be converted to a 
Th1-like phenotype, associated with a pathogenic 
Th17 phenotype [14,16]. However, Th17 polarization 
conditions in the presence of TGFβ were related to a 
decrease in the potential of Th17 cells to undergo 
changes in their lineage commitment to Th17/1 and 
Th1 subsets [10,14]. Aside from the phenotypic 
plasticity of Th17 cells toward a Th1-like condition, 
the instability of regulatory T [Treg] cells and their 
shift to Th17 cells under pathogenic conditions have 
been recently described Indeed, the non-pathogenic 
phenotype of Th17 cells is more strongly associated 
with an induced Treg [iTreg] profile [10,14]. 
Taking all these considerations into account, it is 
important to understand the regulation of the 
pathogenicity/plasticity of memory Th17 cells in RA, 
that may contribute to the design of new therapies. Of 
particular importance in this aspect is the influence of 
extracellular environment. The neuroendocrine milieu 
has been suggested as an essential factor 
conditioning the differentiation of lymphoid cells. 
Vasoactive intestinal peptide [VIP] is one of the best 
studied immunoregulatory peptides, modulating both 
innate and adaptive immunity. It functions through 
binding to its specific receptors VPAC1 and VPAC2. 
Both receptors are expressed in lymphoid cells, 
specifically in CD4 T cells [17-19]. However, while 
VPAC1 is constitutively expressed, VPAC2 is induced 
after cell activation [20]. VIP modulates immune 
responses showing a predominantly anti-inflammatory 
action and a potent immunoregulatory action, by 
decreasing the Th1/Th2 cytokine ratio and promoting 
T regulatory functions [17,18]. Its effects could also 
be mediated by the regulation of Th17 function 
[21,22]. It has been shown that this neuropeptide 
prevents the development of CIA, curbing bone 
destruction [23,24]. In human RA, VIP is present in 
the joint microenvironment and its therapeutic effects 
have been supported by several studies [18,25-28]. 
Recently, circulating VIP levels have been described 
as a prognostic biological marker predicting the 
evolution of early RA [eRA] patients [29]. 
To date, phenotypic and functional studies and 
clinical trials in humans, indicate the derangement of 
Th17 cells in RA [30-31]. Therapies targeting their 
pathogenicity, as well as their plasticity to the Th17/1 
phenotype, could improve the effect on this 
pathology. In this study, we analyse the phenotype of 
memory Th cells from the peripheral blood of eRA 
patients and HD expanded in a Th17-polarizing 
environmental medium in the presence of TGFβ and 
the ability of VIP to promote their non-pathogenic 
phenotype. Study in RA patients of recent onset 
allows to reproduce in vitro what might occur in 
patients with eRA in the active phase of the disease. 
Thus, since eRA patients are naïve-treatment 
patients, we  avoid treatment interferences in our 
study. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Patients 
Samples from thirteen HD and fourteen eRA patients were included 
in this study. The study was performed according to the 
recommendations of the Declaration of Helsinki and was approved by 
the ethics committees of the Transfusion Center of Comunidad 
Autónoma de Madrid [CAM] and La Princesa and 12 de Octubre 
hospitals [Madrid]. Only data from patients fulfilling the 2010 
ACR/EULAR criteria for eRA were collected [32]. Blood samples 
were collected previous to treatment prescription. HD were recruited 
from the Transfusion Center. Following the Spanish Personal Data 
Protection law, their demographic information was confidential. 
Among eRA patients, there were two males and twelve females, 
71.4% tested positive for ACPA, the mean age was 56.4 ± 4.2 years 
[mean ± SD] and the mean DAS28 was 4.1 ± 0.6 [mean ± SD]. 
 
Isolation of human peripheral blood human memory Th cells 
Memory Th cells were isolated from whole blood from HD and eRA 
patients. For mononuclear cell isolation, density gradient 
centrifugation by Ficoll–Hypaque [Sigma Aldrich] was used. CD4+ T 
cells were isolated by negative selection using a CD4+ T Cell 
Isolation Kit II [Miltenyi Biotec]. CD4+CD45RO+ T cells were then 
isolated by negative selection using CD45RA+ MicroBeads [Miltenyi 
Biotec]. The purity of CD4+CD45RO+ T cells was greater than 92%. 
 
In vitro Th17 cell polarization   
CD4+CD45RO+ T cells from HD and eRA patients were cultured in 
RPMI-1640-GlutaMAX media [Life Technologies] supplemented with 
10% fetal bovine serum [Lonza] and 1% penicillin/streptomycin [Life 
Technologies]. Cells were expanded with anti-CD3/anti-CD28 coated 
beads [Life Technologies]. Three types of cultures were established= 
non-polarizing conditions; Th17-polarizing conditions in the presence 
of human recombinant TGFβ [2ng/ml] [eBioscience], human 
recombinant IL-23 [10ng/ml] [eBioscience], human recombinant IL-6 
[10ng/ml] [eBioscience], human recombinant IL-1β [10ng/ml] 
[eBioscience], anti-IL-4 [2μg/ml] [BD Pharmingen] and anti-IL-12p35 
[2μg/ml] [R&D System]; and VIP/Th17-polarizing conditions as above 
plus 10nM of VIP [Polypeptide Group].  
   
RNA extraction and semi-quantitative real-time PCR 
For total RNA extraction we used the TriReagent method [Sigma 
Aldrich]. 2μg RNA were reverse transcribed using a High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit [Life Technologies]. Semi-
quantitative RT-PCR analysis for all molecules tested was performed 
using TaqMan Gene Expression Master Mix [Life Technologies], with 
the exception of IL-22, which was tested using SYBR® Green PCR 
Master Mix [Life Technologies] [33]. β-actin was used as an 
endogenous reference gene. We normalized each sample with β-
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actin, using the formula 2-ΔΔCt. Amplification was performed in a 
7900HT Fast RT-PCR Systems apparatus [Applied Biosystem]. 
 
Measurements of cytokines 
Cells were restimulated on day 7 with 20ng/ml phorbol myristate 
acetate [PMA] and 0.5μM ionomycin [Sigma Aldrich] for six hours. 
The levels of IL-17A, IL-21, IL-22, IFNγ, IL-9 [eBioscience] and IL-10 
[Diaclone] in supernatants were analyzed by ELISA. Final values 
were corrected considering the final volume of the cultures and the 
number of viable cells in each sample. 
 
Flow cytometry analysis  
After seven days of culture, cells were collected and labelled with 
Phycoerythrin-conjugated CCR6 [clone 11A9, BD Pharmingen]. Cells 
were then fixed and permeabilized with Transcription Factor Buffer 
Set [BD Pharmingen] according to the manufacturer's specifications. 
Next, cells were labelled with Allophycocyanin-conjugated RORC 
[clone AFKJS-9, eBioscience] and Brilliant Violet 711-conjugated 
Ki67 [clone Ki-67, BioLegend]. Auto-fluorescence and isotype 
controls were set up to define non-specific fluorescence. Cytometric 
analysis was performed using a LSR Fortesa flow cytometer [Becton 
Dickinson, using BD FACSDiva software]. Data analysis was 
performed using FCS Express v3 [De Novo Software]. 
 
Immunocytochemistry staining 
On day 7, cell suspensions were centrifuged onto glass slides, dried 
and fixed. After rehydration and blocking, cells were incubated with 
0.02mg/mL rabbit anti–VPAC1 polyclonal antibody and mouse anti–
VPAC2 monoclonal antibody [Acris Antibodies]. Cells were then 
incubated with 1μg/mL Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG and 
Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG antibodies [Life Technologies] 
and counterstained with 1μg/ml Hoechst. Fluorescence was 
examined on an Olympus BX51 microscope with DP72 camera 
model [Olympus] and a Leica SP-2 AOBS confocal microscope with 
inverted stand Leica DM IRE2 [Leica]. 
 
Statistical analysis 
Samples were tested for normality with a normality test. The t-test 
was used to compare different cell populations and correlations were 
conducted using Pearson´s coefficient test. Statistical tests were 





Higher frecuency and proliferation rate of Th17-
polarized cells in eRA patients.  
Results showed that the percentage of total positive 
RORC cells in memory Th cells from eRA patients 
and HD cultured in the presence of Th17 polarization 
factors, including TGFβ, was significantly higher 
compared to HD [Figure 1A]. This indicated a greater 
incidence of Th17 subset in eRA patients. On the 
other hand, the percentage of double positive CCR6 
and RORC cells was similar in HD and eRA patients, 
indicating that the capacity of migration of Th17 cells 
was maintained in both sample types [Figure 1A]. The 
percentage of proliferating Th17-polarized cells was 
also determined. Around 60% of these cells were 
proliferating in Th17-polarized cells from eRA 
patients, as indicated by the presence of double 
positive Ki67/RORC cells [Figure 1B]. This 
percentage was significantly lower in HD respect to 
eRA patients. In summary, the Th17-polarized cells 
from eRA patients are more abundant and have 
higher proliferative rate than cells from HD.  
Th cells from eRA patients are prone to polarizate 
to a Th17 pathogenic profile. 
We characterized the expression of cytokines, 
cytokine receptors and transcription factors of 
memory Th cells from HD and eRA patients 
expanded favouring Th17 polarization, under the  
 
Figure 1. Higher frecuency and proliferation rate of Th17-
polarized cells in eRA patients. Expression of RORC, CCR6 and 
Ki67 was determined by flow cytometry analysis in Th17-polarized 
cells from HD and RA patients. Auto-fluorescence and isotype 
controls were set up to determine the non-specific fluorescence 
signal. Percentage of total RORC-positive cells and double positive 
CCR6/RORC and Ki67/RORC cells was quantified. [A] Two 
representative dot plot analyses are shown for Th17-polarized cells 
from HD and eRA patients. Diagrams of the percentage of total 
RORC positive cells and double CCR6/RORC positive cells are 
shown. [B] Two representative dot plot analyses are shown for Th17-
polarized cells from HD and eRA patients. Diagram of the percentage 
of double Ki67/RORC positive cells is shown. Data are the mean ± 
SEM of three different cultures performed in triplicate. Differences 
between Th17-polarized cells from HD and from eRA patients were 
statistically significant, ***P<0.001.  
 
influence of TGFβ, IL-23, IL-1β and IL-6 with 
antibodies to neutralize IL-12 and IL-4. In HD, the 
expansion of CD4+CD45RO+ T cells under these 
conditions resulted in an increase in IL-17A, IL-21 and 
IL-9 production, compared with cells expanded 
without added cytokines and antibodies. Meanwhile, 
the levels of IL-22, GM-CSF and IL-10 were reduced 
in these cells [Table 1]. These results may indicate a 
non-pathogenic profile of Th17 cells in HD, sugested 
mainly by the reduction of IL-22 and GM-CSF levels 
and by the increase in IL-9 secreted. However, Th17-
polarized cells from eRA patients showed a more 
pathogenic phenotype than memory Th cells 
expanded under non-polarized conditions, although 
TGFβ was present in the culture. Comparing Th17-
polarized cells from HD and eRA patients, the latter 
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Table 1. Th17 cytokine expression in memory T cells from HD and eRA patients after Th17-polarization in the presence of TGFβ 
compared with non-polarized cells. 
Cytokines 
Healthy donors eRA patients 
Non-polarized cells Th17-polarized cells Non-polarized cells  Th17-polarized cells 
IL-17A 0.28 ± 0.06 0.92 ± 0.08*** 0.70 ± 0.14  1.99 ± 0.37** 
IL-21 1.54 ± 0.20 3.04 ± 0.32*** 0.99 ± 0.08  4.02 ± 0.83** 
IL-22 8.42 ± 1.22 1.12 ± 0.13*** 7.43 ± 0.83        4.11 ± 1.29   
GM-CSF 11.8 ± 1.37 1.88 ±0.37*** 9.73 ± 1.51  1.97 ± 0.22*** 
IL-9 0.29 ± 0.06 4.97 ± 0.55*** 0.19 ± 0.03  4.91 ± 1.04*** 
IL-10 4.68 ± 0.99 2.08 ± 0.47* 3.34 ± 0.29  2.15 ± 0.37* 
Protein expression of IL-17A, IL-21, IL-22, GM-CSF, IL-9 and IL-10 was analysed in culture supernatants by ELISA on day 7 of culture. Data (ng 
cytokine/106 cells) are the mean ± SEM of 8 different cultures, performed in duplicate. Differences between Th17-polarized cells and non-
polarized cells were statistically significant, *P<0.05, **P< 0.01, ***P<0.001.   
produced significantly more IL-17A, IL-22 and IFNγ 
[Figure 2A]. In addition to cytokine levels, mRNA 
expression of IL-17A, IL-21, IL-22 and IL-2 cytokines 
were checked. Results show that IL-22 and IL-2 
expression were higher in eRA patients than in HD 
[Figure 2B]. Also, other markers of Th17 subset 
[RORC, RORA and STAT3] were detected. 
Comparing the expression of these markers, a higher 
mRNA expression of all transcription factors in eRA 
patients was evident [Figure 2B]. In summary, the 
increase in RORC, RORA and STAT3 expression, 
along with IL-2 and IL-22 expression, confirm that 
Th17-polarized cells from eRA patients show a more 
commitment to Th17 profile and a greater pathogenic 
phenotype. 
Th17/1 and iTreg/Th17 profiles. 
To analyze the Th17/1 profile, we checked the 
expression of Th1 markers. A skew towards a Th1-
like condition is reflected in eRA patients by the 
increase in IFNγ [Figure 2A] and in the ratio IFNγ/IL-
17A [Figure 3A] compared to HD, indicating that the 
amount of IFNγ is higher than IL-17 in eRA patients. 
We also checked the mRNA expression Tbx21[T-bet], 
the master transcription factor of Th1 subsets. In HD, 
Tbx21 expression in Th17-polarized cells was 
drastically reduced to almost undetectable levels in 
culture conditions favouring Th17 cells compared to 
non-polarized conditions [data nost shown]. 
Meanwhile, Tbx21 expression was higher in non-
polarized cells from eRA patients than HD [2.92±0.48 
versus 1.19±0.19]. Under Th17-polarized conditions, 
detectable levels of Tbx21 expression in eRA patients 
were still present, and were significantly higher than 
those in HD, suggesting a probable shift from a Th17 
to a Th17/1 profile that is not seen in HD [Figure 3A]. 
In relation to Treg and Th17 plastic relationships, we 
studied the IL-10/IL-17A ratio and the Foxp3 
expression in our culture in the presence of Th17 
polarization factors, including TGFβ, [Figure 3B]. 
Memory CD4 T cells from eRA patients showed a 
significantly higher expression of Foxp3 than cells 
from HD. However, the ratio IL-10/IL-17A was smaller 
in eRA patients, suggesting that the Treg function 
may be impaired.    
 
Figure 2. Th17 cells from eRA patients are prone expand to a 
pathological cell population. Human memory Th cells from HD and 
eRA patients were polarized to the Th17 subset in the presence of 
Th17 polarization factors, including TGFβ, and were checked on day 
7 of culture after PMA and ionomycin stimulation for six hours. [A] 
Protein expression of IL-17A, IL-21, IL-22, IFNγ, IL-9 and IL-10 was 
analysed in culture supernatants by ELISA. [B] mRNA expression of 
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IL-17A, IL-21, IL-22, IL-2, RORC, RORA and STAT3 was determined 
by RT-PCR. Data from HD and eRA patients were normalized with β-
actin mRNA expression and compared with the mRNA expression of 
non-polarized cells from HD. The fold change of mRNA expression in 
eRA patients with respect to HD is represented. Data are the mean ± 
SEM of eight different cultures, performed in duplicate or in triplicate, 
for ELISA and RT-PCR analysis, respectively. Differences between 
Th17-polarized cells from HD and eRA patients were statistically 
significant, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.  
 
 
Figure 3. Th17/1 and iTreg/Th17 profile of memory Th cells. 
Memory human Th cells from HD and eRA patients were polarized to 
the Th17 subset in the presence of Th17 polarization factors, 
including TGFβ, and were checked on day 7 of culture after PMA and 
ionomycin stimulation for six hours. Protein expression of IFNγ, IL-10 
and IL-17A was analysed in culture supernatants by ELISA. The 
IFNγ/IL-17A ratio [A] and IL-10/IL-17A ratio [C] are shown. mRNA 
expression of Tbx21[B] and Foxp3 [D] were determined by RT-PCR. 
Data from HD and eRA patients were normalized with β-actin mRNA 
expression and compared with the mRNA expression of non-
polarized cells from HD. Data are the mean ± SEM of eight different 
cultures, performed in duplicate or in triplicate, for ELISA and RT-
PCR analysis, respectively. Differences between Th17-polarized cells 
from HD and from eRA patients were statistically significant, *P<0.05, 
***P<0.001. 
 
VIP increases the non-pathogenic profile and 
promotes the migration capacity of Th17-
polarized cells.  
To study whether VIP influences Th17-polarized cells 
from eRA patients, we checked several parameters, 
in the presence and absence of VIP during the 
differentiation of CD4+CD45RO+T cells. The 
presence of VIP seemed to potentiate the activity of 
Th17 cells, indicated by the greater mRNA expression 
of several of the Th17 markers [Figure 4A]. 
Interestingly, its effect was different in HD and eRA 
patients. In HD, VIP increased IL-17A, IL-21and 
RORC, and reduced the mRNA expression of IL-23R. 
In eRA patients, VIP augmented IL-17A, RORC and 
Foxp3 expression and decreased the mRNA 
expression of IL-22. In addition to mRNA analysis, 
several cytokines were examined in culture 
supernatants [Figure 4B]. The presence of VIP 
augmented the levels of IL-17A, IL-21, IL-9 and IL-10 
in HD. In eRA patients, the production of IL-22 was 
reduced and a tendency to increase was observed for 
IL-9 and IL-10 levels. On the other hand, we analyzed 
the VIP effect on the capacity of Th17-polarized cells 
migration. Results show that the presence of VIP 
during Th17 polarization significantly increased the 
percentage of double positive CCR6 and RORC cells 
in eRA patients compared to HD [35.3±1.88 and 
28.1±0.50, respectively].  
VIP decreases the Th17/1 profile and increases 
the Treg/Th17 profile. 
In relation to Th17/1 profile, we analysed the 
correlations between Tbx21 and RORC transcription 
factors [Figure 4C]. The expression of the two 
transcription factors is not correlated in either HD or 
eRA patients. However, the presence of VIP in the 
cultures significantly induces a negative correlation in 
Th17-polarized cells from HD and eRA patients. 
These results indicate that, under conditions 
favouring Th17 commitment, VIP inhibit their bias to 
Th1-like cells. 
In regards to the Treg/Th17 profile, the presence of 
VIP in the culture significantly increased by 1.5-fold 
the IL-10/IL-17A ratio in the Th17-polarizing culture 
supernatants from eRA patients [1.33±0.15 versus 
2.03±0.25 in the absence or presence of VIP, 
respectively]. No significant changes were observed 
in cells from HD. In addition, correlations between 
Foxp3 and RORC transcription factors were 
determined [Figure 4D]. In the absence of VIP, no 
correlations were shown in either HD or eRA patients. 
However, in the presence of VIP a statistically 
significant positive correlation was observed in both, 
suggesting that VIP shift the bias toward a regulatory 
phenotype. 
Higher VPAC2/VPAC1 ratio in Th17-polarized cells 
from eRA patients. 
Protein expression of VPAC receptors was 
determined by immunocytochemical analysis [Figure 
5A]. Both receptors were expressed in memory Th 
cells from HD and eRA patients. Single and double 
stained cells were observed. mRNA expression of 
both receptors and the VPAC2/VPAC1 ratio was also 
analysed [Figure 5B]. VPAC1 and VPAC2 receptors 
were expressed at equivalent levels in both HD and 
eRA patients. However, the VPAC2/VPAC1 ratio was 
significantly higher in eRA patients than in HD.  
DISCUSION 
 
The discovery of Th17 cells presented a new 
perspective on the pathology and therapeutic targets 
in RA. The present study demonstrates that memory 
Th cells from eRA patients polarized to Th17 cells are 
more pathogenic than those of HD. In addition, it 
establishes that VIP, a neuropeptide present in the 
joint microenvironment, is able to modify these cells  
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 Figure 4. VIP increases the non-pathogenic and the iTreg/Th17 
profile and decreases the Th17/1 profile of Th17-polarized cells. 
Human memory Th cells from HD and eRA patients were polarized to 
the Th17 subset in the presence of VIP and were checked on day 7 
of culture after PMA and ionomycin stimulation for six hours. [A] 
mRNA expression of several molecules was determined by RT-PCR. 
The fold change of expression in the presence of VIP is represented. 
[B] Protein expression of several cytokines was analysed by ELISA. 
The increase/decrease of the percentage values in the presence of 
VIP is shown. The dashed line indicates the values for each cytokine 
in the absence of VIP [100%]. [C] Correlations between mRNA 
expression of RORC and Tbx21 and [D] between mRNA expression 
of RORC and Foxp3 was determined using Pearson’s coefficient test. 
Data from HD and eRA patients were normalized with β-actin mRNA 
expression and compared with the mRNA expression of non-
polarized cells from HD. Data are the mean ± SEM of eight different 
cultures, performed in triplicate or in duplicate, for RT-PCR analysis 
and ELISA, respectively. Differences between Th17-polarized cells in 
the presence or absence of VIP were statistically significant, *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001. 
to a non-pathogenic phenotype. Since the  
pathogenic effect of Th17 cells has been identified in 
both murine experimental models of arthritis and in 
RA patients [5,7,34,35], the control of pathogenic 
Th17 function in eRA could provide new therapeutic 
strategies for this pathology and other autoimmune 
diseases. 
In humans, IL-6 and IL-1β appear to be necessary for 
polarization to the Th17 subset [10]. IL-21 was also 
identified as an autocrine cytokine enhancing Th17 
cell differentiation and proliferation [30]. Finally, IL-23, 
although not involved in the initial differentiation of 
these cells, is necessary for their survival and for full 
and sustained differentiation and proliferation [30]. In 
this study, we added these cytokines to our cultured 
CD4+CD45RO+ T cells along with anti-IL-12 and anti-
IL-4. As these cytokines are necessary for the 
survival of Th1 and Th2 subsets, we expected that 
under this conditions, Th17 cells would be 
preferentially expanded. This assumption was 
corroborated since all RORC positive cells were 
cycling as indicated by flow cytometry analysis of 
Ki67 and RORC, and since the majority of cells 
cultured were CCR6 positive or RORC positive. In 
this respect, a higher incidence and proliferation rate 
of Th17 cells was found in eRA patients compared 
with HD. This predominance of Th17 activity in eRA is 
also indicated by the significantly higher levels of IL-
17A.    
Th17 cells have been shown to be a heterogeneous 
population, whose phenotype depends on different 
cytokines present at the time of differentiation or 
expansion [14,36]. A large number of genes are 
differentially expressed between the pathogenic and 
non-pathogenic Th17 profiles. Whereas both secrete 
similar amounts of IL-17, pathogenic Th17 cells 
differentially express high levels of IL-2, IL-22 and IL-
23R, while the non-pathogenic subset express higher 
titers of IL-9 and IL-10 [13,14].  In this manner, naïve 
T cells in the presence of IL-6, IL-1β and IL-23 but, in 
the absence of TGFβ differentiate toward a 
population of Th17 cells responsible for the transfer 
or autoimmunity in a murine model of multiple 
sclerosis [14]. In contrast, naïve T cells polarized 
under identical conditions but with exogenous TGFβ 
and without IL-23 failed to induce EAE [14]. It has 
been described that IL-23 signaling is essential for the 
expansion of pathogenic Th17 cells [15]. We added 
TGFβ cytokine in our cultures in order to study the 
behaviour of memory Th cells from HD and eRA 
patients polarized to the Th17 subset. Our results 
show that HD and eRA patients have Th17 cell 
populations that differ in their pathologic or non-
pathologic condition. They differ mostly in the 
expression of IL-2 and IL-22, indicating a skewed 
condition to the pathogenic phenotype of Th17 cells in 
eRA patients, although TGFβ was present in the 
polarization medium. This fact could be due to the 
different baseline properties of memory Th cells. 
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 Figure 5. VPAC1and VPAC2 expression in Th17-polarized cells. [A] Protein expression of VPAC1 and VPAC2 receptors was analysed by 
immunofluorescence staining. Nuclei were counterstained with Hoechst [blue] and receptors were stained with Alexa Fluor 488 [green] and Alexa 
Fluor 594 [red] for VPAC1 and VPAC2, respectively. Negative controls were performed in the absence of anti–VPAC1 and anti–VPAC2 
antibodies. Figure shows a representative photo of Th17-polarized cells from HD and eRA patients. Fluorescence was examined on an Olympus 
BX51 microscope with DP72 camera model [objective 40X]. Boxed areas show higher-magnification views of individual cells. Fluorescence was 
examined on a Leica SP-2 AOBS confocal microscope with inverted stand Leica DM IRE2 [objective 63X]. [B] The individual mRNA expression 
and the ratio between mRNA expression of VPAC2 and VPAC1 were determined by RT-PCR on day 7 of culture after PMA and ionomycin 
stimulation for six hours. Data from HD and eRA patients were normalized with β-actin mRNA expression and compared with the VPAC2 mRNA 
expression of non-polarized cells from HD. Data are the mean ± SEM of eight different cultures performed in triplicate. Differences between Th17-
polarized cells from HD and eRA patients were statistically significant, ***P<0.001.  
 
Th17 cells are unstable and appear to be inherently 
plastic and easily become Th1-like cells, particularly 
in models of autoimmunity [37]. Th17 cells have been 
shown to differentiate into IFNγ-secreting cells when 
they are stimulated in the presence of IL-12 [38]. This 
change is dependent on the expression of T-bet. 
Epigenetic studies show that these transitions are 
possible mainly due to the fact that the Tbx21 
promoter exhibits bivalent modifications [39]. Double 
positive IFNγ/IL-17A or T-bet/RORC cells are 
indicators of the transition from Th17 to Th17/1 cells 
[40]. Since T-bet expression in Th17 cells induces the 
production of IFNγ, cells producing both IL-17A and 
IFNγ that ultimately produce only IFNγ are the main 
pathogenic T cells that induce autoimmune diseases 
[41]. In fact, it has been described that T-bet is 
required for autoimmune inflammation since T-bet 
deficient animals are resistant to autoimmunity in 
spite of increased numbers of IL-17 positive cells [42]. 
Since T-bet inhibits RORC, memory Th17 cells may 
lose their capacity to express IL-17. Our results 
demonstrate the skewing of the Th17 cells to Th1-like 
subset in eRA patients, not seen in HD. This is 
indicated by the sustained expression of Tbx21, a 
higher levels of IFNγ secretion and higher IFNγ/Il-17A 
ratio. 
Another aspect of the Th17 cells to be considered is 
the plasticity between iTreg and Th17 cells. Both 
subsets show overlap in their differentiation 
requirements and transcriptional programs. TGFβ 
signaling is required in the differentiation of both 
subsets and RORC and Foxp3 are transiently co-
expressed early in their differentiation [37]. On the 
other hand, the pathogenic conversion of Foxp3+ T 
cells to Th17 cells in animal models of autoimmune 
arthritis has been described [43]. The higher 
expression of Foxp3 in eRA patients described in this 
report may be related to the higher proportion of 
Foxp3+ cells in peripheral blood already documented 
during experimental arthritis [44]. However, a lower 
incidence of iTreg function may be indicated in the 
reduced IL10/IL17A ratio observed in eRA patients 
compared to HD.   
The effect of VIP has been extensively studied in the 
immune system and its function on innate and 
adaptive immunity has been clearly demonstrated, 
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having a beneficial effect on the development of 
several autoimmune disorders in animal models and 
in human RA samples [17,18,23-28,45]. Indeed, eRA 
patients who are unable to up-regulate VIP present a 
worse clinical course despite receiving more intense 
treatment [29]. Its effect on Th1/Th2 balance has 
been examined in both in vivo and in vitro studies. 
The results indicate that VIP increases cytokines and 
master regulators of the Th2 subset and lowers the 
Th1 subset [18,22,23,26]. Also, the influence on Th17 
cells has also been studied in animal models in vivo 
and in vitro. Data indicate that VIP decreases the 
cytokines related to this cell subset [21,22,46]. 
However, other authors have observed a potentiation 
of the development of Th17 cells in vitro under the 
influence of VIP [47]. Thus, we study the effect of VIP 
on one of the main cell types implicated in human 
autoimmune diseases, and about its ability to modify 
their pathogenic profile. According to previous reports 
[47], our results indicate that VIP potentiates Th17 
function in both HD and eRA patients, as indicated by 
the higher expression levels mainly of IL-17A and 
RORC. Indeed, VIP increases CCR6/RORC positive 
cells. However, the Th17 expanded cells seem to be 
less pathogenic given the inhibition of IL-22 in eRA 
patients and the inhibition of IL-23R expression and 
the increase in the production of IL-9 and IL-10 in HD. 
In addition, VIP is able to modulate Th17/1 and 
Treg/Th17 profiles. Related to Th17/1 profiles, Tbx21 
and RORC correlated negatively in both HD and eRA 
patients in the presence of VIP. Lastly, the presence 
of VIP induces the Treg phenotype in eRA patients 
which showed a Foxp3 expression increased. 
Relationship between iTreg and Th17 cells might be 
inhibited in the presence of VIP since the expression 
of RORC and Foxp3 are positively correlated and 
Foxp3 and the ratio IL-10/IL-17A increases in cultures 
from eRA patients in the presence of VIP. Therefore, 
VIP could prevent the pathogenic conversion of iTreg 
to Th17 cells in eRA patients.  
VIP exerts its effect by binding to two specific 
receptors, VPAC1 and VPAC2. In naïve mouse and 
human Th cells, VPAC1 is constitutively expressed at 
two to three orders of magnitude higher than VPAC2 
[48]. During T cell activation, transcription of VPAC1 
sharply drops [49]. In contrast, VPAC2 has been 
shown to be induced and becomes up-regulated after 
T cell activation [20]. Related to Th17 cells, it has 
been described that the differentiation of Th17 cells 
from human naïve Th cells could be mediated by both 
types of receptors [33]. The expression of VPAC1 in 
our HD cultures is two orders of magnitude higher 
than VPAC2 in resting memory Th cells (data not 
shown), as has been reported by other authors for 
peripheral lymphocytes from HD [49]. In Th17-
polarized cells, the expression of VPAC2 
predominates over VPAC1 in eRA patients. In this 
sense, it has been described a correlation of 
decreased VPAC1 expression with VIP 
responsiveness in activated PBMCs from RA patients 
and an association of VPAC1 genetic variants with 
RA susceptibility [50]. These facts could explain the 
minor effect of VIP observed in eRA patients 
compared to HD.  
In conclusion, this report addresses a novel and 
interesting question on the effect of VIP on the 
pathogenesis of human Th17 cells and adds clinical 
relevance to this question by analyzing in parallel HD 
and eRA patients. The results presented here indicate 
that Th17 cells from eRA patients are prone to 
expand to a pathological cell population, under Th17 
polarizing conditions in the presence of TGFβ, and 
that VIP prevents their pathogenesis in both eRA 
patients and HD. Further characterization of the 
mechanism underlying the conversion and function of 
plastic Th17 cells to a non-pathogenic phenotype will 
provide new insights into the development of new 
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New insights into the role of VIP on the ratio of T-cell
subsets during the development of autoimmune
diabetes
Rebeca Jimeno1, Rosa P Gomariz1, Irene Gutie´rrez-Can˜as1, Carmen Martı´nez2, Yasmina Juarranz1,3
and Javier Leceta1,3
Type I diabetes is an autoimmune T-cell-mediated disease associated with overexpression of inflammatory mediators and the
disturbance of different T-cell subsets. Vasoactive intestinal peptide (VIP) is a potent anti-inflammatory agent with regulatory
effects on activated T cells. As the equilibrium between different T-cell subsets is involved in the final outcome, leading to
tolerance or autoimmunity, we studied the evolution of markers for T cells in nonobese diabetic (NOD) mice. The study of
different transcription factors, cytokines or cytokine receptors, shows that VIP interferes with functional phase of T helper 17
(Th17) cells and prevents the increase in the proportion of Th1 to Th17 cells. On the other hand, VIP-treated NOD mice show
an increase in the proportion of CD4+CD25+ cells in the spleen. Thus, VIP switches the Tregs/Th17 ratio leading to tolerance in
NOD mice. Similarly, VIP reverses the ratio of Th1-/Th2-cell subsets associated with autoimmune pathology. All these effects on
the ratio of T-cell subsets and the anti-inflammatory effect of VIP in decreasing proinflammatory mediators result in a reduction
of b-cell destruction in pancreas. Taken together, these results show that VIP provides significant protection against spontaneous
diabetes by modulating T-cell subsets and counterbalancing tolerance and immunity.
Immunology and Cell Biology advance online publication, 23 March 2010; doi:10.1038/icb.2010.29
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Human type I diabetes (T1D) is an autoimmune disease that results
from the destruction of pancreatic insulin-producing b-cells.1,2 The
autoimmune response is believed to be due to a breakdown of
immunological tolerance, resulting in a lack of immunoregulation
of autoreactive diabetogenic T cells. The nonobese diabetic (NOD)
mouse is a strain that is genetically prone to develop different, organ-
specific, autoimmune diseases. It has been a very useful model for
studying the mechanisms involved in the initiation and propagation of
T1D.3 In NODmice, islet antigens first appear in the pancreatic lymph
nodes at around 2–4 weeks of age; autoreactive effectors T cells are
sensitized and then infiltrate the islets.4 Progression to overt disease
occurs in 80% of female mice between 10 and 30 weeks and it results
from T-cell-mediated islet destruction.
T helper (Th) cells have been classified into different functional
subsets, each characterized by its specific cytokine pattern and effector
function.5 The Th1 subset is thought to be a crucial player in most
organ-specific autoimmunity, including T1D, in which type I cyto-
kines (interferon-g (IFNg), interleukin-2 (IL-2) and tumor necrosis
factor-a (TNFa)) predominate over type II (Th2) and regulatory
(Tregs) cytokines (IL-4 and IL-10). Two important classes of Tregs
within the CD4+ T-cell subset are CD4+CD25+ Foxp3+ Tregs and
T-regulatory type I (Tr1) cells, that differ in a number of biological
features. There are two major categories of CD4+CD25+ Foxp3+ Tregs,
the naturally occurring CD4+CD25+ Foxp3+ Tregs from the thymus
(nTregs) and the induced CD4+CD25+ Foxp3+ Tregs produced in the
periphery (iTregs).6 Type I cytokines initiate a cascade of inflamma-
tory processes in the islets, inducing the production of inflammatory
cytokines and both oxygen- and nitrogen-free radicals that are toxic to
b-cells.7 Available data suggest that Th1 has a major role in diabetes,
driving the development of disease through IFNg. Conversely, other
studies indicate a protective role for IFNg.8 However, a new subset, the
Th17 cells, is believed to orchestrate inflammation and immunity in
organ-specific autoimmune diseases.9,10 It has recently been found
that progression from insulitis to diabetes correlates with the expres-
sion of IL-17 in the pancreas,11 suggesting that Th17 cells have a
pathological role in the development of T1D.8 This subset is depen-
dent on IL-23 for survival and produces IL-17, IL-21 and IL-22. Its
differentiation, however, is directed by IL-6, a proinflammatory
cytokine, and transforming growth factor-b (TGFb), a regulatory
cytokine. As TGFb is a key regulator for the differentiation of iTregs,
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one may hypothesize that the ratio between inflammatory and
regulatory cytokines affects the final outcome of tolerance or auto-
immunity.9,12 Inefficient mechanisms of peripheral tolerance have
been claimed to contribute to unbalancing the equilibrium
between pathogenic and protective T cells, associated with the transi-
tion from the pre-diabetic to the diabetic phase. CD4+CD25+ reg-
ulatory T cells, acting by distinct mechanisms, prevent the activation
of potentially autoreactive effector T cells.6 CD4+CD25+ regulatory
T cells may control self-tolerance in NODmice during the pre-diabetic
phase, but their proportion and functional capacity has been
shown to be reduced during diabetes development. The progression
to irreversible b-cell destruction could be due to the progressive
decline in the number and/or the functional capacities of Tregs cells
or to the progressive resistance of effector mechanisms to immuno-
regulation.13
Vasoactive intestinal peptide (VIP) is a 28 aminoacid neuropeptide
first isolated by Said and Mutt14 that belongs to the secretin family. Its
action is mediated by three heterotrimeric G-protein-coupled recep-
tors that also interact with pituitary adenylate cyclase-activating
peptide, a peptide of the same family which is 68% identical.15,16
Although VIP is widely distributed in the central and peripheral
nervous systems, it has subsequently been found to be produced by
different endocrine and immune cells.17–19 It is capable of eliciting a
broad spectrum of biological actions, being a potent neuroendocrine
mediator of physiological responses that influence the development of
endocrine pancreas and insulin release.20–22 Moreover, VIP is one of
the best-studied immunoregulatory neuropeptides. These studies
revealed that VIP can modulate both innate and adaptive immunity,
showing a predominantly anti-inflammatory action. It decreases the
Th1/Th2 cytokine ratio and promotes T regulatory functions.17–19,23
An increasing body of in vivo data indicates that administration
of VIP or pituitary adenylate cyclase-activating peptide may have
promising outcomes in the treatment of inflammatory and auto-
immune diseases, in particular Th1-associated pathologies such as
multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, Sjogren’s syndrome and
Crohn’s disease.24–28 It has recently been described that VIP regulates
both in vivo Th17 and IL-17 production in autoimmunity,29,30 and
in vitro Th17 differentiation.31,32 Previous reports indicate that VIP
also prevents diabetes development in NOD mice.33,34 The protective
mechanism is associated with reduced circulating levels of Th1
cytokines, increased levels of IL-10 and upregulation of markers for
regulatory T cells.27,33,35
As the equilibrium between different T-cell subsets is involved in the
final outcome leading to tolerance or autoimmunity, the aim of the
present work is to examine the evolution of T-cell marker functions
during the development of autoimmune diabetes and the effect of VIP
treatment, showing a time–course study of its effect on molecular and
immunological mechanisms and analyzing the ratio of Th17/Tregs,
Th17/Th1 or Th2/Th1 cells.
RESULTS
VIP delays onset and insulitis of autoimmune diabetes in mice
First evidence of diabetes appeared in vehicle-treated mice at 16–18
weeks of age, the incidence increasing gradually to 70% diabetic mice
at 30 weeks. Vehicle-injected mice presented infiltration in 80% of the
pancreatic islets, even in pre-diabetic states, at 10 weeks of age, with
evidence of islet destruction affecting 60% of the islets during overt
diabetes (Figures 1a and b). Islet infiltration in NODmice treated with
VIP was negligible at 10 weeks (lesser 10%) and progressed slowly,
leaving 50% of islets intact at 30 weeks. Even in the infiltrated islets,
the accumulation of inflammatory cells was restricted to the periphery
(Figures 1a and b). We also analyzed two important mediators of
inflammation in pancreas from nontreated and VIP-treated NOD
mice by real-time PCR. TNFa is a principal proinflammatory cytokine
that mediates apoptosis in pancreas acinar cells36,37 and it has
previously been shown that VIP inhibits this TNFa effect in acinar
cells from NOD mouse submandibular glands.36 On the other hand,
inducible nitric oxide synthase (iNOS)/nitric oxide have been impli-
cated in the pathogenesis of this autoimmune disease, as well as in
inflammatory conditions and apoptosis of b-cells in pancreas.38,39 VIP
is able to decrease local mRNA expression of iNOS in other animal
models of autoimmune disease, such as rheumatoid arthritis.29
Figure 1c shows that mRNA expression of both proinflammatory
mediators increased with the evolution of the disease in nontreated
NOD mice. VIP treatment decreased the mRNA expression of TNFa
and iNOS significantly in pancreas of NOD mice. With these results,
we confirm the anti-inflammatory role of VIP during autoimmune
diabetes.
VIP delays onset of autoimmune diabetes in NOD-severe combined
immunodeficiency mice during cell transfer experiments
To evaluate whether splenocytes from VIP-treated mice suppress the
diabetogenic potential of diabetic splenocytes, we transferred spleen
cells from diabetic NOD mice into female NOD-severe combined
immunodeficiency (SCID) mice recipients, alone or cotransferred
with spleen cells from age-matched VIP-treated mice (Figure 2a).
Blood glucose levels in mice that only received cells from diabetic
animals began to rise 3 weeks after transfer and were close to 600mg
per 100ml at 4 weeks (Figure 2b). At 5 weeks after transfer, 100% of
NOD-SCID mice that had only received cells from NOD mice died.
NOD-SCID mice coprovided with cells of VIP-treated mice showed a
higher viability, 100% of them being viable after 5 weeks. Increased
blood glucose levels were also delayed by 2 weeks and developed more
slowly. These results indicate that splenocytes from VIP-treated
animals are able to delay the onset of diabetes transfer induced
by cells from NOD mice, which is symptomatic of T-cell tolerance,
by 15 days.
The VIP effect on the stabilization and functionality of Th17 cell
subset in NOD mice
Previous reports using a collagen-induced mouse model of arthritis
have shown that VIP treatment resulted in the suppression of IL-17
and IL-23, cytokines produced by Th17 cells.33,34 To investigate the
in vivo VIP effect on Th17 cells more deeply, we checked the mRNA
expression of different cytokines related to the functionality
(Figure 3a) and stabilization (Figure 3b) of Th17 cell subset.9,40
NOD female mice received 2.5 nmol of VIP intraperitoneally every
other day from 4 to 30 weeks of age, and pancreas mRNA expression
was evaluated by quantitative real-time PCR. The profile of IL-17, IL-
17R, IL-22, IL-23p19, IL-12p40, IL-23R and IL-12Rb1 was studied
during the development of diabetes, from 10 to 25 weeks of age
(Figure 3). IL-17, IL-23p19, IL-12p40 and IL-22 profiles of mRNA
expression were very similar in NOD mice, all of which showed a peak
in pancreas expression between 15 and 20 weeks of age. Treatment
with VIP significantly decreased the mRNA expression of IL-17 at 25
weeks and of IL-22 at 20 weeks. IL-17 and IL-23 receptors showed a
comparable profile to their ligands in NOD mice. However, no
significant differences were observed in mRNA expression of the
different receptors tested after VIP treatment. These results suggest
that VIP decreases IL-17 and IL-22 expression in the pancreas of NOD
mice at the end of diabetes evolution, which is likely to interfere with
the functionality of Th17 cells.
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VIP shifts the Th17/Th1 ratio in NOD mice
In NOD mice, a generalized intrinsic T-cell defect results in a
deregulated cytokine effector function. The increase in circulating
levels of Th1 cytokines, as well as an enhanced accumulation of Th1
cells in the pancreas, are markers of the progression of diabetes.7
However, increasing evidence points to the role of Th17 cells in the
development of NOD mice, although Th17 cells transferred into NOD
mice have shown to acquire a Th1-pathogenic phenotype.41,42 There
are no current studies related to the Th17/Th1 ratio in NOD mice;
therefore, we considered the profile of this ratio during diabetes
development and the effect of VIP treatment. The ratio between the
expression of the transcription factors that commit to Th17 (RORgt)
and Th1 (T-bet, encoded by Tbx21) cell lineages in both pancreas and
spleen was determined. In general, this ratio decreased in pancreas and
spleen from NOD mice with the onset of the diabetes (Figure 4).
Treatment with VIP increased it in both tissues. IL-12 is the differ-
entiation factor for Th1 cells and it is comprised of IL-12p35 and
IL-12p40 subunits. It shares the latter with IL-23 cytokine, the
stabilization factor for Th17 cells. In this respect, the IL-23p19/IL-
12p35 mRNA ratio indicates the prevalence of Th1 or Th17 differ-
entiation factors. This ratio decreased with age in NOD mice pancreas
and the treatment with VIP increased it (Figure 4a). IL-23R, the
specific receptor for IL-23, is comprised of IL-23R and IL-12Rb1
subunits. The specific receptor for IL-12 is formed by IL-12Rb1 and
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Figure 1 VIP delays onset and insulitis of autoimmune diabetes in mice. (a) Histological pancreatic sections marked with Gomori stain of nontreated and
VIP-treated NOD mice at 10 or 30 weeks of age. A representative experiment is shown. (b) Scoring of histological grade of insulitis was performed on
pancreatic sections marked with Gomori stain. Islets were scored for no-insulitis, peri-insulitis, moderate insulitis and severe insulitis (see Methods).
(c) mRNA expression of iNOS and TNFa was determined by real-time PCR at 10, 15, 20 and 25 weeks of age in pancreas and spleen from NOD and
VIP-treated NOD mice. Values for the relative expression of each gene were determined as indicated under Methods. Data are means±s.e. of six mice
per parameter checked, differences between untreated and VIP-treated NOD mice for each parameter studied were statistically significant; *Po0.05,
**Po0.01.
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IL-12Rb2 subunits; hence, IL-23R/IL-12Rb2 ratio indicates the pro-
portion of cells sensitive to Th1 or Th17 differentiation. VIP was also
able to significantly increase the mRNA IL-23R/IL-12Rb2 ratio in
pancreas from NOD mice (Figure 4a). The ratio between IL-17 and
IFNg, the signature cytokines for Th17 and Th1, respectively, sig-
nificantly switched in the spleen of VIP-treated NOD mice at 15 weeks
of age (Figure 4b). In summary, NOD mice show declining values of
this ratio with the progression of the disease that could be due to an
increase of the Th1 cell subset or a decrease of the Th17 cell subset as
the disease develops. Treatment with VIP reverts this ratio, increasing
Th17 cells relative to the Th1-cell subset.
VIP modulates the presence of CD4+CD25+ T cells in the spleens
of NOD mice
CD4+CD25+ Tregs cells are a significant regulatory subset involved in
control of diabetes in NOD mice.43,44 Previous results indicate that
VIP restores tolerance to pancreatic islets from NOD mice by
promoting the local differentiation and function of Tregs.33 However,
there are no data related to VIP effect at systemic level in this model.
We therefore studied the effect of VIP treatment on the evolution of
this cell population in the spleen by flow cytometry. Figure 5 shows
that the proportion of CD4+CD25+ T cells progressively decreased as
the disease progressed. However, in mice treated with VIP, the
percentage of this cell population was significantly higher than in
nontreated mice between 20 and 30 weeks of age. These results
confirm that VIP modulates CD4+CD25+ T cells development and
function, and may override the breakdown of self-tolerance during
autoimmune diabetes in mice.
VIP shifts the Tregs/Th17 ratio in NOD mice
To study whether the protective effect of VIP on diabetes
outcome in NOD mice33 involves a switch of this ratio, we studied
the evolution of several markers related to these T-cell subsets in VIP-
treated and nontreated NOD mice. Pancreas and spleen mRNA was
tested at different weeks of age by quantitative real-time PCR for
Foxp3, TGFb, IL-10 or IL-27p28 as markers for Tregs, and RORgt, IL-
6, IL-17 and IL-23p19 as markers for Th17 cells. The ratio between the
expression of the transcription factor that corresponds to Tregs
(Foxp3) and Th17 (RORgt) cell lineages in both pancreas and spleen
was determined (Figure 6). At local level, in pancreas, the
treatment with VIP significantly augmented the Foxp3/RORgt ratio
at 10, 15 and 25 weeks of age, whereas it decreased at 20 weeks of age.
Treatment with VIP in spleen also showed an increase in this ratio at
25 weeks of age. Two cytokines with opposing effects, TGFb and IL-6,
cooperate to induce the differentiation of Th17 cells. However, TGFb
alone drives the conversion of naı¨ve T cells into Foxp3+ Tregs.
We therefore also checked the ratio between TGFb and IL-6. VIP
treatment also notably increased the TGFb/IL-6 ratio in pancreas at
10, 15 and 25 weeks (Figure 6a). Two other cytokines involved in the
Tregs-Th17 dichotomy, IL-10 and IL-17, were also analyzed by the
means of their mRNA expressions in pancreas and spleen. VIP
increased IL-10 expression versus IL-17 at 20 and 25 weeks of age
in pancreas (Figure 6a), whereas there were no significant differences
in spleen (Figure 6b). IL-23, comprised of IL-12p40 plus IL-23p19
subunits, is the stabilization factor for Th17 cells. IL-27, comprised of
IL-12p40 plus IL-27p28, inhibits Th17 response or, together
with TGFb, might be the differentiation factor for IL-10-producing
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Figure 2 VIP delays onset of autoimmune diabetes in NOD-SCID mice during cell transfer experiments. (a) Cell transfer scheme. Two different groups of
NOD-SCID mice were transferred, the first with splenocytes from NOD mice (20 weeks) and the second with the same cells plus splenocytes from VIP-
treated NOD mice (20 weeks). (b) Circulating levels of glucose in the animals after cell transfer. Data are means±s.e. of two experiments with five animals
per group. Differences between NOD-SCID mice that only received cells transferred from NOD mice and NOD-SCID mice that received cells transferred from
NOD mice plus VIP-treated NOD mice were statistically significant; ***Po0.001.
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T cells, Tr1.9,45,46 We thus studied the evolution of the IL-27p28/
IL-23p19 ratio during the onset of diabetes in NOD mice. Results
showed a decreased ratio between 15 and 20 weeks of age,
which was increased at 10 and 25 weeks (Figure 6a). The treatment
with VIP only increased this ratio significantly at 10 weeks of age
(Figure 6a). All these results indicate that VIP reverses the
ratio between Tregs/Th17 cell subsets, leading to tolerance in
NOD mice.
IL-17














































































































Figure 3 VIP effect on the stabilization and functionality of Th17 cell subset. Pancreas mRNA expression of cytokines and cytokine receptors of both
functional (a) and stabilization phases of Th17 (b) was measured by quantitative real-time PCR. Values for the relative expression of each gene were
determined as indicated under Methods. Data are means±s.e. of six mice per parameter checked, differences between untreated and VIP-treated NOD mice
for each parameter studied were statistically significant; *Po0.05, ***Po 0.001.
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VIP modifies the Th1/Th2 ratio in NOD mice
Th2 cells are associated with a beneficial effect in NOD mice.47 It has
been generally shown that VIP increases Th2 and decreases Th1 cells
in different animal models of autoimmune disease.17,18 In humans,
VIP can differentially modify the functional capacity of human
lymphocytes by inducing Th2 differentiation.48 In addition, previous
results have shown that VIP increased GATA-3 (the transcription
factor for Th2 cells) and decreased Tbx21 mRNA expression in
pancreas from NOD mice at 15 weeks.33 To monitor the effect of
VIP on the Th1/Th2 ratio during the evolution of diabetes in NOD
mice, we tested the mRNA expression of Tbx21 and GATA-3 in
pancreas and spleen from nontreated and VIP-treated NOD mice at
10, 15, 20 and 25 weeks. Pancreas and spleen Tbx21/GATA-3 ratios
were significantly decreased in VIP-treated NOD mice at 10, 15 and 25
weeks of age, compared with nontreated NOD mice (Figure 7). This
means that NOD mice show an increased Th1 cell subset during the
development of the autoimmune pathology. However, treatment with
VIP reverses this ratio, increasing Th2 relative to Th1 cell subsets.
DISCUSSION
Type I diabetes is a chronic autoimmune disease, in which different
phases can be recognized. During the induction and pre-diabetic stage,
innate immune mechanisms contribute to the development of insu-
litis, a self-amplification process ultimately leading to an adaptive
immune response against pancreatic antigens.2 During this process,
islets are infiltrated and damaged in such a way that, by 20 weeks of
age, 80% of islets show a high degree of destruction, coinciding with
diabetes onset. The late stage of diabetes is characterized by stabiliza-
tion of insulitis. In this stage, there is no further destruction of islets

























































































































Figure 4 VIP effect on the Th17/Th1 ratio in NOD mice. mRNA expression of Tbx21, RORgt, IL-23p19, IL-12p35, IL-23R, IL-12Rb2, IL-17 and IFNg was
determined by real-time PCR at 10, 15, 20 and 25 weeks of age in pancreas (a) and spleen (b) from NOD and VIP-treated NOD mice. Values for the relative
expression of each gene were determined as indicated under Methods. The ratios between mRNA expression of RORgt/Tbx21, IL-23p19/IL-12p35, IL-23R/
IL-12Rb2 and IL-17/IFNg are shown. Data are means±s.e. of six mice per parameter checked, differences between untreated and VIP-treated NOD mice for
each parameter studied were statistically significant; *Po0.05, **Po0.01, ***Po 0.001.
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authors who consider T1D as a relapsing–remitting disease.49 On the
other hand, in VIP-treated NOD mice insulitis is always mild,
develops slowly and by 30 weeks, 75% of islets show a well-preserved
architecture. Different components of innate immunity contribute to
the development of insulitis, and its defective resolution contributes to
progressive loss of b-cells. Inflammatory mediators, such as IL-1,
TNFa and nitric oxide are toxic to b-cells and induce their apopto-
sis,50 mediated, at least in part, by activation of the NF-kB signaling
pathway. These mediators are also responsible for the recruitment of
cells participating in the adaptive immune reaction that amplifies
and maintains the inflammatory response in this manner. However,
under the influence of VIP, there is reduced sensitivity of cells to
inflammatory stimuli that produce a reduced amount of chemokines,
inflammatory cytokines and inflammatory mediators such as
nitric oxide.28,35,51 This effect is related to the property of VIP to
downregulate the expression and signaling of different Toll-like
receptors,23,52,53 receptors recognizing pattern-recognition motifs
that participate in the induction of T1D.2 These properties of VIP
may be responsible for the low expression of TNFa and iNOS in the
pancreas of treated NOD mice, which may explain the preservation of
islet structure preventing diabetes onset.
In addition to the importance of these inflammatory mediators,
different T cells have a critical role in the development of diabetes in
NOD mice. For this reason, the present report describes the evolution
of markers associated with the activity of different T-cell subsets and/
or functions implicated in diabetes evolution in NOD mice.
T helper 1 autoreactive subsets that mediate delayed-type hyper-
sensitivity reactions have been implicated in several autoimmune
disorders, including T1D. This assumption is based on the predomi-
nant production of the Th1 cytokine IFNg in the draining lymph node
and target organs after appropriate immunization and the transfer of
the disease by antigen-specific Th1 clones. Moreover, in relapsing–
remitting diseases, a decrease in the level of IFNg-producing cells was
observed in the recovery phase of the disease. Moreover, genetic
deficiency of IFNg led to increased susceptibility in experimental
autoimmune encephalomyelitis,54 and IFNg has been shown to have a
protective role in joint damage during rheumatoid arthritis.55 On the
other hand, mice deficient in IL-12p35 show exacerbated diseases and
IL-23p19 deficiency protects from developing experimental autoim-
mune encephalomyelitis.56 However, IL-23-deficient mice show
IFNg-secreting Th1 cells infiltrating the nervous tissue after MOG
immunization, but are protected from experimental autoimmune
encephalomyelitis development.57 These unexpected findings provide
evidence against a critical pathogenic role for Th1 cells in autoimmu-
nity and point to the importance of Th17 in certain autoimmune
disorders. There are also studies that show that IL-17 is not absolutely
required for autoimmune arthritis.58 Studies performed in the NOD
mouse model indicate that both Th1 and Th17 antigen-specific cells
are diabetogenic.42
Results presented here indicate that Th17 activity, as evidenced by
the expression of RORgt, IL-17, IL-17R, IL-22, IL23p19 or IL-23R,
gradually increases in the pancreas of NOD mice, peaking at the onset
of diabetes (20 weeks) and then declining. On the other hand, Th1
activity, indicated by the expression of Tbx21, IL-12p35 and IL-12Rb2,
also increases as diabetes develops and, although there is a reduction at
the time of maximal incidence, their expression is still high. As a
consequence, the Th17/Th1 ratio gradually decreases during develop-
ment of diabetes, indicating a preponderance of the Th1 response.
Although increasing evidence points to the role of Th17 cells in NOD
mice,41 it seems that the conversion of this cell subset into Th142,59 is
more important. In VIP-treated mice, the Th17 evolution is similar,
although at the time of maximal diabetes incidence, the expression of
the reported factors is lower than in nontreated mice. Besides, the
expression of the Th1 markers is significantly lower in VIP-treated
mice. Our results from examining the RORgt/Tbx21, IL-23p19/
IL-12p35 and IL-23R/IL-12Rb2 ratios, reveal that this process may
be impaired by VIP treatment as this ratio in VIP-treated mice
increases gradually, indicating a reduction in Th1 activity that could
be protective. However, the ratio of the effector cytokines IL-17 and
IFNg is similar in both groups; hence, these observations indicate that
other subsets with different functions may be the source of IFNg.8,60
Paradoxically, Th17 development is induced by factors that also
differentiate T-regulatory cells. The latter cell type has been implicated
in modulating immune tolerance. TGFb is required for maintaining
the population of naturally occurring T-regulatory cells and also
induces de novo generation of the so-called induced regulatory
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Figure 5 VIP modulates the presence of CD4+CD25+ T cells in the spleen of
NOD mice. Flow cytometry analysis of splenic CD4+CD25+ cells was
performed on spleen cell suspensions stained with PE-CD4 and FITC-CD25
monoclonal antibodies and analyzed on a FACSCalibur flow cytometer
(above). The indicated proportion of double-positive cells was determined in
the gated lymphocyte subpopulation based on forward and side-scatter
parameters. A representative experiment is shown for 10 and 30 weeks
of age (below). Data are means±s.e. of six mice per parameter checked,
differences between untreated and VIP-treated NOD mice for each
parameter studied were statistically significant; *Po0.05.
VIP ratio T-cell subsets in NOD mice
R Jimeno et al
7
Immunology and Cell Biology
T cells. However, in the presence of IL-6 produced during inflamma-
tion, TGFb generates Th17 cells, indicating a reciprocal relationship in
the development of Th17 and Treg cells.12 Several cell populations
with immunoregulatory properties influence the progression of dia-
betes in NOD mice. In fact, their depletion or a deficiency in their
number or activity is associated with more aggressive disease, whereas
their transfer confers protective effects.61 Some authors have suggested
primary defects in the number or function of Tregs in NOD mice, but
these results have not been reproduced by other groups. Some
discrepancy may arise from the use of different cell markers to identify
Treg populations. Different T-cell subsets have been identified with
regulatory function. nTregs and iTregs are characterized as
CD4+CD25+ cells expressing the committing transcription factor
Foxp3. Tr1 cells develop after antigen presentation in the presence
of IL-10 and only express CD25 and Foxp3 after activation.62 Its
therapeutic importance stems from observations indicating that the
development of similar cell subsets differentiates under tolerance
induction for diabetogenic antigens and reverses ongoing diabetes,
preventing epitope spreading and restoring normoglycemia.8 This cell
subset is characterized by the high production of IL-10, but it also
produces IFNg.
The results observed indicate that Foxp3 and TGFb expression
in pancreas, as a marker of Tregs activity, rises gradually in untreated
NOD mice. VIP treatment increased their expression at the onset of
diabetes. The more obvious change observed in VIP-treated mice
is the high expression of IL-10 at 20 weeks, when diabetes appeared









































































































































Figure 6 VIP shifts the Tregs/Th17 ratio in NOD mice. mRNA expression of Foxp3, RORgt, TGFb, IL-6, IL-10, IL-17, IL-27p28, IL-23p19 was determined
by real-time PCR at 10, 15, 20 and 25 weeks of age in pancreas (a) and spleen (b) from NOD and VIP-treated NOD mice. Values for the relative expression
for each gene were determined as indicated under Methods. The ratios between mRNA expression of Foxp3/RORgt, TGFb/IL-6, IL-10/IL-17 and IL-27p28/IL-
23p19 are shown. Data are means±s.e. of six mice per parameter checked, differences between untreated and VIP-treated NOD mice for each parameter
studied were statistically significant; *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001.
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Protection against diabetes development in NOD mice achieved by
VIP may be mediated by the promotion of the development of Tregs.
Other groups have found that the major mechanism by which VIP
induces tolerance is through the generation of antigen-specific Tregs.63
The data observed in cell transfer to NOD-SCID mice indicate the
presence of cells that delay the onset of diabetes in VIP-treated mice.
However, although the induced character of this cell population is a
well-established fact, a better characterization needs to be achieved.
Observations arising from the data presented here indicate that these
cells may belong to the Tr1 subset. These regulatory cells present less
stable Tregs markers.64 Tr1 cells have been shown to differentiate on
TCR stimulation in anti-inflammatory environments. In this context
VIP, by their anti-inflammatory properties, may drive the differentia-
tion of Tr1 cells.63
As described above, there are reciprocal relationships between Treg
and Th17 cells,9,10 and the ratio between these two T-cell subsets is
important in determining the final outcome leading to tolerance or
immunity. Foxp3/RORgt and TGFb/IL-6 ratios increased with the
development of diabetes in NOD mice. Treatment of VIP increased
these ratios at 10, 15 and 25 weeks of age. There is also a significant
effect of VIP on the IL-10/IL-17 ratio at 20 weeks of age. IL-27 was
initially shown to induce Tbx21 expression and to enhance Th1
responses, but it also has dominant anti-inflammatory properties.65
It has also been identified as a differentiation factor for the generation
of IL-10-producing Tr1 cells in the presence of TGFb.9,45,46 Treatment
with VIP increased the IL-27p28/IL-23p19 ratio during the onset of
diabetes in NOD mice, indicating that VIP may be involved in the
generation of Tr1 cells.
Initial immunoregulatory strategies to treat T1D used immuno-
suppressive agents, that were later followed by attempts to skew the
immune response to self-antigens toward a nonaggressive Th2
response counteracting the inflammatory pathogenic Th1 response.66
Th2 differentiation was the first-reported immunoregulatory property
of VIP.67 Accordingly, in the present report, the ratio between the
expression of the specific transcription factors T-bet and GATA3 is
skewed toward Th2 in the pancreas of VIP-treated mice. Although
cytokine shift has been associated with disease protection and has been
ascribed to the Th1/Th2 ratio, this assumption may not be valid as
some cytokines considered as markers for the subpopulations are
produced by different cell types. In particular, IL-10 is produced by
several T-cell subsets and also by macrophages and dendritic cells
under certain stimuli. Dendritic cells are especially important in the
differentiation of the effector cell type mediating the immune
response. They also produce inflammatory mediators. In vitro studies
have shown that dendritic cells differentiated in the presence of VIP-
induced antigen-specific T cells with Tr1 phenotype.63 In this respect,
the effects of VIP on the innate immune system may be especially
relevant for the evolution of autoimmune diseases, and particularly in
T1D described here for the NOD mouse model.
In conclusion, although additional studies are needed to clarify the
interrelation between T-cell subsets during the development of dia-
betes autoimmunity in NOD mice, our data show that VIP modulates
inflammation as well as the Th17/Th1, Tregs/Th17 and Th1/Th2
ratios, providing significant protection against spontaneous diabetes
and counterbalancing tolerance and immunity.
METHODS
Mouse and treatment protocol
Female NOD mice (NOD/NHS; Harlan, IN, USA) were injected intraperito-
neally every other day from 4 to 30 weeks of age with 2.5 nmol of VIP
(Neosystem, Strasbourg, France) in 200ml phosphate-buffered saline. Control
animals received 200ml of phosphate-buffered saline alone. Blood glucose levels
in tail venous blood were quantified once a week using Accutrend Sensor
Complete (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). A diagnosis of diabetes
was made after two consecutive measurements higher than 240mg per 100ml.
The experiments were performed according to rules accepted by the local ethics
commission for investigations on live animals.
RNA extraction and quantitative real-time reverse transcriptase-
PCR
A tissue tearer was used to homogenize pancreas or spleen tissue and total
RNA was extracted with the Ultraspec RNA reagent, as recommended by the
manufacturer (Biotecx, Houston, TX, USA). RNA was resuspended in
diethylpyrocarbonate water and quantitated at 260 or 280 nm. RNA (2mg)
was used for reverse transcription. cDNA was obtained by SuperScript reverse
31.3 ± 4.9310 ± 2.50 *25NOD+VIP
69.9 ± 21.166.6 ± 22.225NOD
119 ± 4.97339 ± 4820NOD+VIP
156 ± 33.3 443 ± 50,520NOD
274 ± 54.33.75 ± 0.42 *15NOD+VIP
147 ± 40.72.28 ± 0.5515NOD
290 ± 29.74.12 ± 0.5810NOD+VIP
218 ±19.35.29 ± 0.7910NODSpleen
43.6 ± 4.661.25 ± 0.24 ***25NOD+VIP
45.9 ± 4.184.19 ± 0.5525NOD
53 ± 2.94 *3.28 ± 0.6020NOD+VIP
127 ± 29.84.94 ± 1.1920NOD
0.16 ± 0.02 *0.13 ± 0.02 *15NOD+VIP
0.08 ± 0.030.31 ± 0.0615NOD
0.12 ± 0.03 *0.06 ± 0.007 **10NOD+VIP



















































Figure 7 VIP changes Th1/Th2 ratio in NOD mice. mRNA expression of Tbx21 and GATA-3 was determined by real-time PCR at 10, 15, 20 and 25 weeks of
age in pancreas and spleen from NOD and VIP-treated NOD mice. Values for the relative expression of each gene were determined as indicated under
Methods. The ratios between mRNA expression of Tbx21/GATA-3 are shown (left). The individual mRNA expression values are shown (right). Data are
means±s.e. of six mice per parameter checked, differences between untreated and VIP-treated NOD mice for each parameter studied were statistically
significant; *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001.
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transcriptase (Invitrogen, Barcelona, Spain) or High Capacity cDNA reverse
transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) (Table 1). Then,
cDNA was amplified by PCR analysis, using SYBR Green (Applied Biosystems)
as a marker for DNA content. In brief, reactions were performed in 20ml, with
2ml cDNA, 10ml 2 SYBR Green PCR Master Mix, together with the 0.3mM
primers. The sequences of primers used and the accession numbers of the
analyzed genes are summarized in Table 2. Amplification was performed in an
7900 HT Fast Real-Time PCR Systems apparatus (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA) under the following conditions: 2min at 50 1C, 10min
at 95 1C, 40 cycles of denaturation at 95 1C for 15 s and annealing/extension at
60 1C for 1min.
For relative quantification, we used a method that compares the amount of
target normalized to an endogenous reference. The formula used was 2DDCt ,
representing the n-fold differential expression of a specific gene in a treated
sample compared with the control sample, where Ct is the mean of the
threshold cycle (the cycle at which the amplification of the PCR product is
initially detected). DCt was the difference in the Ct values for the target gene
and the reference gene and b-actin (in each sample assayed), and DDCt
represents the difference between the Ct from IL-12p40 gene expression of
control Balb/c and each datum. Therefore, the final results do not correspond
to particular quantitative measures, but to relative measures of each gene
compared with the established common pattern, the IL-12p40 cytokine.
Table 2 Primer sequences for several factors connected with Th1, Th17 and Treg cells, as well as for b-actin (housekeeping gene)
Gene name Genebank accession number Sequence position Primers Sequence






















































































b-actin, Foxp3, GATA-3, RORgt, IL-6, TGFb,
IL-10, IL-17, IL-17R, IL-23p19, IL-12p40,
IL-27p28, IL-12p35, IL-23R, IL-12Rb1,
IL-12Rb2, IFNg, Tbx21, iNOS
High-capacity cDNA
reverse transcription
b-actin, TNFa, IL-12p40, IL-22
Spleen High-capacity cDNA reverse transcription kit was used for all genes
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Previously, we performed a validation experiment comparing the standard
curve of the reference and the target, to show that efficiencies were approxi-
mately equal.
Flow cytometry
Spleens were removed and gently minced in a stainless steel sieve. Cell
suspensions were rendered free of red blood cells by exposure to a solution
containing 0.83% NH4Cl. The splenocytes were stained with a phycoerythrin-
labeled anti-CD4 antibody and a fluorescein isothiocyanate-labeled anti-CD25
antibody (BD Bioscience, Pharmingen, San Diego, CA, USA). Incubation with
the antibodies was performed at 4 1C for 30min. Aliquots of splenocytes were
incubated with a single fluorochrome-conjugated antibody and with isotype-
matched control antibodies, to compensate for fluorescence emission overlap
and nonspecific fluorescence, respectively. Cells were analyzed on a FACS
Calibur flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).
Histopathology
Pancreases were removed, embedded in Tissue-Tek OTC compound
(Miles Laboratories Inc, Clifton, NJ, USA) and snap-frozen on liquid nitrogen;
8-mm cryostat sections were stained according to the Gomori–Bergman
protocol (chromic-hematoxylin floxin). The incidence and severity of insulitis
was scored for at least 20 islets from each specimen by two independent,
treatment-blind observers according to the following criteria: no lymphocytic
infiltration (no-insulitis); lymphocytic infiltrations surrounding islets and
ducts, but no infiltration of the islet architecture (peri-insulitis); lymphocytic
infiltrations between 25 and 50% of the islet area (moderate insulitis);
lymphocytic infiltrations450% of the islet area and/or loss of islet architecture
(severe insulitis).
Transfer of diabetes to NOD-SCID mice
Spleen cells were obtained from 20-week-old female NOD mice or VIP-treated
NOD mice by mechanical dissociation using a stainless steel screen and isolated
by centrifugation on Histopaque gradients (Sigma, St Louis, MO, USA).
Splenocytes from VIP-treated and nontreated NOD mice were pooled sepa-
rately and transferred to 8-week-old NOD-SCID mice. Recipients were divided
into two groups and cells were injected intravenously through the tail vein in
200ml RPMI. One group received a cell suspension of 20106 spleen cells of
NOD mouse and a second group was cotransferred with 20106 spleen cells
from NOD mouse plus 20106 spleen cells from VIP-treated NOD mouse.
Blood glucose levels were determined once a week.
Statistical analysis
All values are expressed as the mean±s.e. of data obtained from at least
four mice. Comparison between groups was made using the Student’s t-test,
Mann–Whitney W-test and ANOVA (analysis of variance) test.
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El neuropéptido VIP desempeña múltiples funciones biológicas en el SI, que abarcan las 
respuestas inmunes innata y adquirida sobre las cuales ejerce diversos efectos. A lo largo de estos 
trabajos, nosotros nos centramos en la función del péptido sobre las células Th. La modulación de 
estas células llevado a cabo por VIP constituye un mecanismo inmunomodulador clave sobre el SI. Por 
su función colaboradora, estos linfocitos desempeñan un papel fundamental en la orquestación de la 
respuesta inmune, por lo que la regulación de la respuesta ejercida por estas células va mucho más 
allá del mero hecho de inducir o inhibir la función concreta de un determinado tipo celular. Reflejo de 
tal importancia, la acción de VIP sobre los linfocitos Th ha sido objeto de numerosos estudios, los 
cuales han dado lugar a un gran conocimiento acerca de las funciones de VIP sobre los linfocitos Th, 
especialmente sobre las subpoblaciones Th1, Th2 y Treg. Nosotros decidimos ampliar este 
conocimiento estudiando en profundidad el efecto de VIP sobre el subconjunto Th17, así como los 
balances que se establecen entre las distintas subpoblaciones Th. Tal análisis se ha realizado tanto 
sobre células murinas como sobre células humanas y tanto en condiciones de salud como en 
condiciones de enfermedad, evaluando tal función del péptido sobre linfocitos procedentes de un 
modelo experimental de T1D y de pacientes con AR. De tal modo que, en su conjunto, estos cinco 
artículos realizan un amplio recorrido sobre el estudio de la función de VIP sobre las células Th y, 
especialmente sobre las Th17. En primer lugar, en el Artículo 1 mostramos como VIP, además de 
modular de forma diferencial cada una de las subpoblaciones, regula los equilibrios entre ellas. Con 
todo, este trabajo realiza un análisis extenso relativo al efecto de este neuropéptido sobre las células Th 
murinas, aportando nuevos matices sobre el conocimiento previo y sentando las bases del 
subsiguiente estudio en células Th humanas. Sobre tales células, los estudios previos son escasos 
comparado con las células Th murinas. Es más, sobre la subpoblación Th17 humana no se conoce cuál 
es el efecto de este neuropéptido. El descubrimiento de esta subpoblación linfoide ha supuesto un 
cambio de mentalidad fundamental en el marco del paradigma Th1/Th2 establecido durante décadas, 
“rompiendo” los esquemas establecidos y dando respuestas a varias incógnitas, a la vez que 
planteando otras nuevas. Dada su implicación en diversas patologías, se han realizado múltiples 
esfuerzos por conocer los detalles sobre su generación, función y regulación. Nosotros nos sumamos a 
estos esfuerzos, centrándonos en el estudio del efecto de VIP sobre la modulación de esta 
subpoblación. A lo largo de nuestros trabajos, analizamos la función del péptido sobre su 
diferenciación, activación y polarización, así como su perfil funcional. Comenzando por el Artículo 2, 
analizamos el efecto de VIP sobre la activación de las células Th, poniendo especial hincapié en los 
linfocitos Th17. A través de este estudio, observamos que este neuropéptido es capaz de inhibir la 
funcionalidad de este tipo celular, tanto en donantes sanos como en pacientes artríticos. En el Artículo 
5, describimos también este hallazgo in vivo en el modelo NOD. Sin embargo, en el Artículo 3 
estudiamos el efecto de VIP sobre la diferenciación de las células Th17 humanas encontrando un 
efecto promotor. En la misma línea, el trabajo mostrado en el Artículo 4, nos permitió observar el efecto 
inductor de VIP sobre la polarización de las células memoria Th hacia el fenotipo Th17, tanto en 
individuos sanos como en pacientes con AR. Advertimos así cómo VIP ejerce un efecto promotor de la 




generación y función de los linfocitos Th17, puede dar lugar de forma indirecta a la regulación de una 
amplia variedad de células sobre las cuales ejercen su acción estos linfocitos. Tales células pueden ser 
tanto pertenecientes como no pertenecientes al SI, como por ejemplo macrófagos o fibroblastos. Así, el 
efecto aparentemente concreto de VIP sobre las células Th17, puede suponer una función moduladora 
mucho mayor. A modo de símil, las células Th17 constituirían la punta de un iceberg y los múltiples 
efectos que podrían derivarse de su regulación formarían el resto del mismo. Estudiar todos ellos 
juntos es imposible, sin embargo podemos realizar una pequeña aproximación analizando el fenotipo 
de estas células, lo que se traducirá en los subsiguientes efectos. El análisis del fenotipo de estos 
linfocitos ha sido de hecho objeto de intensas investigaciones en los últimos años. Investigaciones que 
han permitido distinguir entre células Th17 patogénicas y no patogénicas. Teniendo como base el 
fruto de tales trabajos, nosotros estudiamos el efecto de VIP sobre el perfil patogénico/no patogénico 
de las células Th humanas activadas in vitro, así como sobre las células Th17 diferenciadas y 
polarizadas en nuestros cultivos. Resultado de estos trabajos describimos que VIP es capaz de inhibir 
el fenotipo patogénico de las células Th y mantener o aumentar el fenotipo no patogénico de las 
células Th17 diferenciadas o polarizadas, respectivamente. En suma, todos estos trabajos en su 
conjunto muestran extensamente el efecto de VIP sobre la subpoblación Th17.  
A pesar de su importante implicación en la defensa del huésped, la función de esta 
subpoblación linfoide se ha resaltado fuertemente en el ámbito de la inflamación y la autoinmunidad. 
Estudiar la modulación de esta subpoblación en este ámbito resulta de vital importancia teniendo en 
cuenta la posible utilidad de tales estudios para el tratamiento de este tipo de enfermedades. En base a 
ello, nosotros quisimos evaluar la función de VIP sobre las células Th y en concreto las células Th17 en 
el marco de dos enfermedades de este tipo. In vivo, utilizamos un modelo experimental murino para 
analizar el efecto del neuropéptido sobre las células Th en una enfermedad autoinmune específica de 
tejido, la T1D. Por otra parte, ex vivo caracterizamos la función de VIP sobre células humanas Th y 
específicamente los linfocitos Th17 en una enfermedad autoinmune sistémica, la AR. Referente al 
primer estudio, nuestro trabajo nos permitió confirmar resultados previos acerca del efecto de VIP 
sobre células Th1, Th2 o Treg, a la vez que observamos el efecto inhibidor sobre la función de las 
células Th17 en los ratones NOD. Además, identificamos la modulación ejercida por el péptido sobre 
los balances entre las distintas subpoblaciones Th. En conjunto, los resultados de este estudio 
muestran cómo VIP modula negativamente la función pro-inflamatoria y promueve la función 
reguladora en el ámbito de la diabetes. Trasladada al ámbito terapéutico, esta modulación podría 
resultar en un efecto beneficioso sobre el desarrollo de la enfermedad. Así, a través de nuestro trabajo 
en un modelo experimental, ayudamos a sentar las bases sobre lo que en un futuro podría ser aplicado 
a los pacientes diabéticos. Sobre individuos artríticos, nuestros estudios son más directos ya que, 
aunque mediante técnicas in vitro, trabajamos con células procedentes de los pacientes. Los resultados 
de los dos estudios realizados permiten observar que VIP inhibe la respuesta Th17 sobre el conjunto 
de células Th activadas in vitro, a la vez que promueve tal respuesta cuando las condiciones 




estas células. Las amplias acciones de VIP inhibiendo la inflamación y la degradación de las 
articulaciones en animales artríticos han puesto “en el punto de mira” a este péptido como agente 
terapéutico para el tratamiento de pacientes artríticos. La modulación de la respuesta Th17, la cual es 
una diana terapéutica en la AR, podría constituir un mecanismo valioso para el tratamiento de los 
individuos que padecen esta enfermedad. 
1. Efecto de VIP sobre la activación de los linfocitos Th murinos y humanos 
De forma general, se han descrito acciones inhibidoras sobre la subpoblación Th1, inductoras 
sobre las células Th2 y Treg, y efectos duales sobre el subconjunto Th17. Así mismo, se ha mostrado la 
función moduladora de VIP sobre el balance Th1/Th2. Sin embargo, no se conoce el efecto de este 
neuropéptido sobre los balances entre otras subpoblaciones, los cuales también son importantes en los 
procesos inflamatorios desencadenados tras una infección o en relación a un proceso autoinmune. 
Además, de forma mayoritaria estos estudios se han realizado sobre células murinas, mientras que 
apenas existen datos sobre células humanas. Por ello, nos propusimos en primer lugar analizar el 
efecto de VIP sobre sobre la activación in vitro de linfocitos Th murinos, evaluando las diferentes 
respuestas Th así como sobre los balances entre ellas (Artículo 1). En segundo lugar, determinamos el 
perfil de las células memoria Th humanas activadas in vitro y valoramos si la presencia del 
neuropéptido durante la activación linfoide modifica dicho perfil (Artículo 2). 
Referente al efecto de VIP sobre la activación de las células Th murinas, observamos que VIP 
es capaz de modular diferencialmente cada una de las subpoblaciones linfoides así como de regular 
los balances entre unas y otras favoreciendo las respuestas anti-inflamatorias frente a las pro-
inflamatorias. Primeramente, analizamos la función moduladora del péptido de forma individual 
sobre las diferentes respuestas Th que pueden desarrollarse tras su activación in vitro. Para llevar 
acabo nuestro propósito, activamos los esplenocitos procedentes de ratones Balb/c permitiendo que 
las células de interés (los linfocitos Th) se activen en presencia de otros tipos celulares tales como 
linfocitos T CD8, células B, macrófagos o DCs. El objeto de este tipo de cultivo es “imitar” en mayor 
medida el proceso de activación de estos linfocitos in vivo. En primer lugar evaluamos el efecto de VIP 
sobre la subpoblación murina Th17 y observamos que VIP promueve in vitro el desarrollo de las 
células Th17 murinas a la vez que inhibe su funcionalidad. Por un lado, los resultados muestran que 
en presencia de VIP se promueve la generación de las células Th17 ya que se produce un aumento de 
los niveles de IL-23 y TGFβ, mientras que la secreción de IL-17, IL-22 y TNFα es menor, lo que implica 
una disminución de la función de estas células. Relacionado con lo primero, Yadav y colaboradores 
también indican que VIP promueve el desarrollo de la subpoblación Th17, aunque en ese caso se trata 
de un proceso de diferenciación hacia Th17 a partir de linfocitos naïve (Yadav et al., 2008). Sin 
embargo, de acuerdo con el segundo hallazgo, estudios previos en modelos experimentales de AR y 
enfermedad de Crohn han mostrado que VIP inhibe la función de estas células (Abad et al., 2005;  




Referente al efecto de VIP sobre la subpoblación murina Th1, advertimos que VIP presenta un 
efecto inhibidor sobre la función de esta subpoblación. Los resultados muestran que los niveles de 
IFNγ y TNFα disminuyen en presencia del neuropéptido, a pesar de que se observa un ligero 
incremento en la producción de IL-12p70 inducido por VIP a día 3 de cultivo. El efecto inhibidor 
observado concuerda con los hallazgos previamente que indican que VIP disminuye el número de 
células Th productoras de IFNγ (Delgado et al., 1999b). Afín a ello, pero contrario a nuestro resultado, 
se ha descrito también que VIP inhibe in vitro la producción de IL-12 por parte de los macrófagos 
(Delgado et al., 1999e; Delgado y Ganea, 1999). Es característico observar un efecto dual de VIP 
dependiendo del estado de activación celular, presentando fundamentalmente acciones potenciadoras 
sobre células inmunes innatas inactivas y acciones inhibidoras sobre células previamente activadas. En 
nuestros cultivos únicamente activamos los linfocitos T, por lo que posiblemente las células inmunes 
innatas se encuentren inactivas. De tal modo que, diferencias en el grado de activación de estas células 
podrían explicar la discrepancia, dado que en estos trabajos previos el efecto de VIP tiene lugar sobre 
macrófagos estimulados. No obstante, la presencia en el cultivo de otros tipos celulares capaces de 
secretar esta citocina, tales como DCs, también puede ser la causa del resultado inesperado. En este 
sentido, se ha descrito que VIP induce la secreción de IL-12 en DCs (Lu et al., 2008b).  
Con respecto a la función de VIP sobre la subpoblación murina Th2, no se ha podido 
determinar el efecto concreto del péptido sobre este tipo celular. El análisis de expresión de la IL-4 
indica que la presencia de VIP conduce a un aumento en la misma, mientras que su producción se 
encuentra disminuida cuando VIP está presente en el cultivo, contrariamente a lo esperado. Aunque 
sería necesario investigar en profundidad esta cuestión, esta discrepancia puede estar relacionada con 
mecanismos post-transcripcionales que podrían estar involucrados en la disminución de la traducción 
de la proteína. Previamente se ha descrito que VIP promueve el desarrollo de células secretoras de IL-
4 (Delgado et al., 1999b). Nuestros resultados a nivel de expresión de mRNA concuerdan con este 
efecto descrito, mientras que los resultados obtenidos a nivel de proteína son contrarios.  
Finalmente, el análisis del efecto de VIP sobre la subpoblación murina Treg 
sorprendentemente sugiere que VIP inhibe la respuesta de tipo Treg en nuestros cultivos in vitro. La 
caracterización del porcentaje de células dobles positivas para CD4 y CD25 muestra que, contrario a lo 
esperado, este porcentaje es menor en la presencia de VIP comparado con las células estimuladas en 
ausencia del péptido a día 5 de cultivo. No obstante, la expresión de CD25 no es exclusiva de las 
células Treg, pudiendo encontrarse en general en los linfocitos Th activados, aunque tal expresión es 
transitoria y de bajo nivel, mientras que la expresión es alta y sostenida en la subpoblación Treg 
(Malek y Castro, 2010). Por otra parte, el análisis de expresión de Foxp3 muestra que la presencia de 
VIP en el cultivo induce esta expresión a día 1 y 2 de cultivo, pero la inhibe a día 5. Con objeto de 
testar el efecto de VIP sobre la funcionalidad de estas células, analizamos la producción de TGFβ e IL-
10, y observamos que VIP induce un aumento en los niveles de TGFβ, mientras que, en la misma línea 
que los resultados descritos, disminuye la producción de IL-10. Estos hallazgos son contrarios al efecto 




2005b; Gonzalez-Rey et al., 2006; Pozo et al., 2009; Andersdon y Gonzalez-Rey, 2010). Por ello, 
reevaluamos de nuevo el efecto de VIP sobre la subpoblación Treg pero en la ausencia de IL--2. Esta 
citocina se ha empleado en nuestros cultivos de activación de esplenocitos para promover la 
expansión in vitro de los linfocitos. Sin embargo, se ha descrito que la IL-2 influye sobre los efectos 
mediados por VIP, pudiendo revertirlos cuando está presente en el medio de cultivo junto al péptido 
(Pozo et al., 2009; Andersdon y Gonzalez-Rey, 2010). Los resultados muestran que, en la presencia de 
VIP, tanto el porcentaje de células dobles positivas como la expresión de Foxp3, es mayor en ausencia 
de IL-2 a 5 días de cultivo. Por tanto, de alguna manera, la presencia de la citocina afecta de modo 
negativo al efecto de VIP sobre la subpoblación Treg. No se ha podido determinar cómo se produce 
este efecto, por lo que serían necesarios nuevos estudios que contribuyesen a discernir sobre los 
mecanismos involucrados en ello. En suma, teniendo en cuenta el efecto mediado únicamente por VIP, 
los resultados sugieren que VIP promueve in vitro la respuesta de tipo Treg.   
Los linfocitos Th diferenciados son células plásticas que muestran flexibilidad tanto en la 
producción de citocinas como en la expresión de factores de transcripción. Los diferentes estudios 
acerca de la plasticidad linfoide en los que se ha mostrado la co-expresión de factores de transcripción, 
cuestionan el concepto clásico de la existencia de un master regulator para cada fenotipo Th. Tales 
trabajos apuntan hacia un nuevo punto de vista en el cual cada subpoblación celular muestra 
gradientes de expresión de los distintos master regulators. En base a esto, Oestreich y Weinmann 
proponen el cambio de terminología “master regulator” por “lineage-defining” o ”lineage-specifying” 
(Oestreich y Weinmann, 2012b). Los autores plantean que esta nueva nomenclatura refleja la 
necesidad de estos factores de transcripción para definir los subtipos de células Th, pero restando 
importancia a los conceptos de expresión "todo o nada" y de fenotipo completamente estable 
asociados a la expresión de un único factor de transcripción específico de linaje. Teniendo en cuenta el 
nuevo concepto lineage-definfing transcription factors, así como la flexibIL-idad y co-expresión de 
citocinas, los trabajos de los últimos años trazan un nuevo enfoque. En él, lo importante no es 
determinar la ausencia o presencia de una citocina determinada o un factor de transcripción concreto, 
sino considerar los balances, gradientes o ratios entre unos y otros, ya que la producción y expresión 
de los mismos puede co-existir y variar durante el curso de la estimulación inmune. Por ello, 
consideramos importante tener en cuenta este nuevo enfoque a la hora de analizar los efectos que VIP 
puede mediar sobre los linfocitos Th. De tal manera que, en el presente trabajo nos propusimos 
estudiar la función moduladora de VIP sobre los balances entre la expresión de factores de 
transcripción y citocinas de diferentes subpoblaciones.  
En primer lugar, analizamos el efecto de VIP sobre balance entre las subpoblaciones murinas 
Th17 y Th1, observando que VIP promueve un aumento de la respuesta Th17 frente a la respuesta 
Th1 tras la activación in vitro de los esplenocitos. Esto se advierte ya que el análisis de los ratios entre 
IL-23 e IL-12, entre RORγt y T-bet  y entre IL-17 e IFNγ, indica un aumento de los mismos en la 
presencia del péptido. Seguidamente, caracterizamos el efecto de VIP sobre el balance entre los 




a la respuesta Th1 tras la activación in vitro de los esplenocitos. El análisis de los ratios entre T-bet y 
GATA3 y entre IFNγ e IL-4 muestra una disminución del mismo en la presencia de VIP. Estos 
hallazgos concuerdan con lo anteriormente descrito (Delgado et al., 1999b; Delgado y Ganea, 2001c; 
Delgado et al., 2002c; Delgado et al., 2004b; Jiang et al., 2002; Voice et al., 2004; Rosignoli et al., 2006). 
Dado el carácter pro-inflamatorio y anti-inflamatorio asociado a la subpoblación Th1 y Th2 
respectivamente, el efecto de VIP sobre el balance entre ambas subpoblaciones puede ejercer un efecto 
beneficioso en patologías autoinmunes. Posteriormente, comprobamos el efecto de VIP sobre el 
balance entre las células murinas Th2 y Th9, observando que VIP promueve la respuesta Th2 frente a 
la respuesta Th9 tras la activación in vitro de los esplenocitos. El análisis del ratio entre la expresión de 
IL-4 e IL-9 indica que en presencia del péptido este ratio se incrementa. En la misma línea la 
correlación entre ambas citocinas, positiva en ausencia del péptido, es negativa cuando VIP está 
presente en el cultivo. Este estudio constituye el primer trabajo en el que se describe tal efecto. Ambas 
subpoblaciones están estrechamente relacionadas. De hecho, se ha descrito que las células Th9 
provienen de linfocitos Th2 (Veldhoen et al., 2008a). Teniendo en cuenta los resultados de nuestro 
estudio, podría pensarse que VIP puede influir negativamente sobre la posibilidad de que las células 
Th2 se re-programen hacia Th9. No obstante, para poder caracterizar exactamente el efecto de VIP 
sobre la re-diferenciación de las células Th2 hacia Th9 sería preciso realizar un estudio en profundidad 
al respecto de esta cuestión. Por otra parte, en relación a su función, ambas subpoblaciones se han 
relacionado mayormente con la defensa anti-helmíntica pero también con inflamación alérgica crónica 
(Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al., 2008a; Chang et al., 2010; Allen y Maizels, 2011; Jones et al., 
2012; Kerzerho et al., 2013; Kudo et al., 2013; Licona-Limón et al., 2013; Romeo et al., 2014). En este 
sentido, la modulación ejercida por VIP sobre el balance entre ambos subconjuntos linfoides podría 
suponer un efecto beneficioso en relación a la patología inflamatoria alérgica. Por otra parte, 
estudiamos el efecto de VIP sobre el balance entre los linfocitos murinos iTreg y Th17 sin observar 
una función claramente definida. En presencia de VIP los ratios entre Foxp3 y RORγt y entre TGFβ e 
IL-6 muestran una disminución, mientras que el ratio entre TGFβ e IL-17 se incrementa y el ratio IL-
10/IL-17 no muestra diferencias en presencia respecto a en ausencia del péptido. Por tanto, los 
resultados no son definitorios. Como se describe anteriormente, los efectos de VIP sobre la 
subpoblación Treg pueden verse alterados por la presencia de IL-2 en el medio de cultivo, lo cual 
podría afectar también al balance entre estos dos subconjuntos linfoides. En este sentido, observamos 
que VIP induce un aumento en el ratio Foxp3/RORγt en ausencia de IL-2. De manera que, los 
resultados sugieren que VIP promueve la respuesta de tipo Treg sobre la respuesta Th17 tras la 
activación in vitro de los esplenocitos en ausencia de IL-2. Finalmente, caracterizamos el efecto de VIP 
sobre el balance entre las células murinas iTreg y Th1, observando que a nivel funcional VIP 
promueve la respuesta de tipo Treg sobre la respuesta Th1 tras la activación in vitro de los 
esplenocitos. Aunque el análisis del ratio entre Foxp3 y T-bet muestra que en presencia de VIP éste se 
ve disminuido, los ratios TGFβ/IFNγ e IL-10/IFNγ se incrementan por efecto del péptido. Teniendo 




células Th17 y Th1, es posible concluir que la modulación ejercida por VIP sobre el balance entre estas 
subpoblaciones puede dar lugar a un efecto beneficioso que impida el desarrollo de inflamación. 
Referente al efecto de VIP sobre la activación de las células Th humanas, prestamos especial 
atención al efecto del péptido sobre la subpoblación Th17 observando que VIP es capaz de inhibir la 
respuesta Th17 sobre el conjunto de linfocitos humanos Th activados in vitro. Primeramente 
determinamos la presencia de células Th17 tras la activación in vitro detectando que las células Th 
activadas expresan RORC, RORA y STAT3 y producen IL-17 e IL-21. Esta elevada presencia de las 
células Th17 concuerda con datos publicados previamente, ya que se ha descrito que tras la activación 
de linfocitos memoria humanos a través de la vía CD3/CD28 se produce un incremento en la 
expresión de RORC e IL-17 (Chen et al., 2007). Seguidamente quisimos evaluar la función de VIP para 
lo cual previamente caracterizamos la expresión de los receptores en las células Th tras su activación 
in vitro. Puesto que la modulación que ejerce VIP sobre las subpoblaciones linfoides Th tiene lugar a 
través de la expresión de los receptores VPAC1 y VPAC2, ya que PAC1 no se expresa en este tipo 
celular (Pozo et al., 1997; Vomhof-Dekrey y Dorsam, 2008; Dorsam et al., 2011), determinamos la 
expresión de VPAC1 y VPAC2 en las células Th activadas in vitro. Tal y como las publicaciones 
anteriores muestran, ambos tipos de receptores se expresan en los linfocitos de nuestros cultivos. A 
través de estos receptores VIP modula las respuestas de las células Th mostrando una disminución en 
la expresión de STAT3, IL-23R e IL-21R sobre el conjunto de células Th activadas. Estos hallazgos 
están en concordancia con los resultados obtenidos sobre células Th murinas activadas in vitro 
(Artículo 1). 
Los resultados encontrados acerca del efecto de VIP sobre la respuesta Th17 tras la activación 
general del conjunto de células Th, nos llevaron a profundizar en los posibles efectos que VIP puede 
ejercer específicamente sobre las células Th17. Por ello, nuestros siguientes objetivos se centraron en el 
estudio de la función del péptido sobre la diferenciación de las células Th17 humanas procedentes de 
células Th naïve (Apartado 2, Discusión), así como sobre la polarización de células Th17 humanas a 
partir de linfocitos memoria (Apartado 3, Discusión). 
2. Efecto de VIP sobre la diferenciación de las células Th17 humanas  
La diferenciación de las células Th17 es un proceso complejo que está fuertemente regulado, por 
citocinas, factores de transcripción y otros moduladores. La regulación positiva es importante dada su 
función fisiológica, mientras que su regulación negativa es también fundamental ya que su sobre-
activación está implicada en el desarrollo de enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes. Por ello, 
nos propusimos evaluar la regulación mediada por VIP sobre el proceso de diferenciación in vitro de 
las células Th17 humanas a partir de linfocitos Th naïve (Artículo 3).  
En nuestro estudio, activamos células Th naïve en condiciones de diferenciación hacia la 
subpoblación subtipo Th17, bloqueando la diferenciación hacia los subconjuntos Th1 y Th2. Los 




vitro de las células Th17 humanas. En primer lugar, previo al análisis del efecto del neuropéptido 
corroboramos que el proceso de diferenciación tiene lugar con éxito ya que tras siete días de cultivo 
las células presentan un aumento de la producción de IL-17 e IL-21, así como un aumento en la 
expresión de RORC, RORA e IL-23R. Por su parte, marcadores asociados a otras subpoblaciones, como 
por ejemplo Th1 (IFNγ y T-bet) se encuentran disminuidos, lo cual era esperado ya que en el cultivo se 
emplean anticuerpos anti-IL-12p35 y anti-IL-4 para bloquear el desarrollo de otras subpoblaciones 
linfoides. Una vez testado el proceso de diferenciación in vitro caracterizamos el efecto de VIP sobre el 
mismo. Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran que VIP induce la expresión de mRNA 
de IL-23R, RORC, RORA y STAT3. De manera que VIP, al aumentar la expresión de los factores de 
transcripción, promueve la diferenciación completa de esta subpoblación, dado que estos factores de 
transcripción activan toda la maquinaria transcripcional involucrada en el desarrollo de las células 
Th17. Por otro lado, al inducir el aumento de la expresión de IL-23R, VIP promueve la fase final de la 
diferenciación, favoreciendo la respuesta a la IL-23 y por tanto la estabilización del clon diferenciado. 
Esta inducción de la diferenciación se traduce en un aumento de la expresión de IL-17 a nivel de 
mRNA. Sin embargo, la expresión proteica de esta citocina es menor en la presencia de VIP. Esta 
disminución en la expresión de IL-17 a nivel de proteína inducida por VIP se observa también en 
células Th murinas activadas in vitro en la presencia del péptido (Artículo 1). La discrepancia entre los 
resultados obtenidos a un nivel y otro puede deberse a mecanismos post-transcripcionales que 
podrían estar involucrados en la disminución de la traducción de la proteína. No obstante, sería 
necesario realizar estudios en profundidad en este sentido para confirmar esta hipótesis. En relación a 
los procesos de diferenciación, se ha descrito que VIP promueve la diferenciación de las células Th2 y 
Treg e inhibe la diferenciación de las células Th1 (Delgado et al., 1999b; Delgado et al., 2005a). Sin 
embargo, en el caso de la subpoblación Th17, la modulación de VIP sobre la diferenciación de estas 
células no se ha estudiado en células humanas, aunque, como se menciona anteriormente, se ha 
publicado un artículo sobre tal efecto en células murinas (Yadav et al., 2008). En su estudio, Yadav y 
colaboradores describen un efecto promotor de la diferenciación de los linfocitos Th17, lo cual también 
se observa en nuestro trabajo.  
Por otra parte, determinamos la expresión de los receptores VPAC1 y VPAC2 en las células 
naïve y las células Th17. El análisis de la expresión de los receptores muestra que durante el proceso 
de diferenciación se produce un cambio en el patrón de expresión de los receptores ya que, al 
contrario que las células naïve, las células Th17 diferenciadas muestran una mayor expresión de 
VPAC2 que VPAC1. Aunque este aumento se observa también en las células activadas en ausencia de 
condiciones de polarización, sin embargo el ratio VPAC2/VPAC1 es significativamente mayor en las 
células Th17. La disminución observada en el nivel de expresión de VPAC1 tras siete días de cultivo 
está en concordancia con los hallazgos publicados anteriormente, ya que se ha descrito una 
disminución en la expresión del receptor durante la activación de las células Th in vitro previamente 
(Lara-Marquez et al., 2001; Vomhof-DeKrey et al., 2008). Por su parte, el aumento de la expresión de 




inducible, mostrando un aumento en respuesta a la activación de los linfocitos con anti-CD3 (Delgado 
et al., 1996d). Sin embargo, sobre las células Th17, no se ha descrito previamente la relación entre la 
expresión de ambos receptores, ni el aumento de la expresión de VPAC2. Yadav y colaboradores han 
analizado el efecto de VIP sobre ratones sanos y en ratones deficientes para el receptor VPAC2 (Yadav 
et al., 2008). Estos autores proponen que la expresión de VPAC1 en las células naïve se encuentra 
implicada en la respuesta de estas células al péptido durante la diferenciación hacia células Th17. De 
acuerdo con esta propuesta, nosotros podemos pensar que el receptor VPAC1, mayormente expresado 
en las células Th naïve, estaría involucrado durante al principio de la diferenciación, mientras que 
VPAC2, cuya expresión es mayoritaria en las células diferenciadas, estaría implicado en estadíos más 
tardíos del proceso de diferenciación. Analizamos también la acción del péptido sobre la expresión de 
sus propios receptores y observamos que VIP disminuye la primacía de VPAC2 sobre VPAC1 en las 
células Th17 diferenciadas in vitro. Los resultados muestran que, aunque a nivel individual no se 
observan diferencias en la expresión de los receptores en presencia de VIP, el neuropéptido causa una 
disminución del ratio VPAC2/VPAC1. Esta disminución viene dada ya que el ligero aumento de la 
expresión de VPAC1 es mayor que el de VPAC2. En este sentido, Delgado y colaboradores 
previamente han descrito que VIP induce un modesto incremento en la expresión de VPAC1 en 
timocitos y esplenocitos murinos estimulados o no in vitro (Delgado et al., 1996d). Sin embargo, el 
aumento en la expresión de VPAC2 sólo se observa en células no estimuladas, mientras que las células 
estimuladas presentan simIL-ar expresión de VPAC2 en presencia o ausencia de VIP. Estos hallazgos 
se asemejan a los encontrados en nuestro estudio. Aunque son necesarios más estudios, es posible 
suponer que la acción de VIP sobre sus propios receptores podría tener repercusiones en los efectos 
mediados por el péptido en los linfocitos Th.  
Los receptores VPAC1 y VPAC2 promueven la vía de señalización intracelular que conduce a la 
producción de cAMP, activación de PKA y finalmente aumento de Ca2+ intracelular. Esta vía de 
señalización está fuertemente involucrada en el proceso de diferenciación linfoide de los linfocitos 
Th17 (Li et al., 2012c) y el bloqueo de la misma induce un déficit en el proceso de diferenciación 
(Yadav et al., 2008). Por ello, no es de extrañar el efecto inductor de la diferenciación observado en 
nuestro estudio, ya que la activación de esta vía ejercida por ambos receptores puede conducir a un 
aumento de la diferenciación de este tipo celular. No obstante, a pesar de ejercer un mismo efecto final 
promotor de la diferenciación, ambos tipos de receptores podrían desencadenar efectos concretos 
diferentes. En base a ello, quisimos testar la especificidad de los receptores evaluando los efectos 
mediados por cada uno de ellos. Para ello diferenciamos las células Th naïve hacia células Th17 en la 
presencia de un agonista de VPAC1, un agonista de VPAC2 y un antagonista de VPAC1. En su 
conjunto, los resultados obtenidos en esta parte del estudio sugieren que el neuropéptido VIP es capaz 
de promover la diferenciación de las células Th17 en los diferentes estadíos de la misma a través de 
ambos receptores, presentando VPAC1una función mayoritaria al inicio del proceso y VPAC2 durante 
la diferenciación terminal. En primer lugar, los resultados muestran que la expresión de moléculas 




definitorios de linaje y su citocina característica, pueden ser inducidos por VIP mediante los dos 
receptores. Dada la importancia de estas moléculas sobre el desarrollo y la actividad funcional de estas 
células, el hecho de que ambos receptores medien los efectos de VIP sobre su expresión es interesante, 
puesto que en ausencia de uno de los receptores el efecto puede ser mediado a través del otro. No 
obstante, aunque ambos receptores inducen la expresión de RORC, RORA e IL-17, el efecto inductor 
sobre RORC e IL-17 es algo mayor en el caso de VPAC1 que VPAC2. Este dato concuerda en cierto 
modo con los hallazgos publicados por Yadav y colaboradores, los cuales describen que la inducción 
de la expresión de IL-17 por VIP se produce a través de VPAC1. Sin embargo, nosotros proponemos 
que, aunque existe mayor efecto a través de este receptor, ambos están involucrados. Los autores del 
trabajo citado, indican que VPAC1 media la expresión de la citocina ya que las células procedentes de 
ratones deficientes para VPAC2 producen más IL-17 que las de los ratones wild type. Sin embargo, en 
sus experimentos no muestran el bloqueo de la señalización mediada por VPAC1. En base a nuestros 
hallazgos, es posible que tal bloqueo resultase en una disminución de la expresión de la citocina, pero 
no en una inhibición completa de la misma. Por otra parte, en nuestro trabajo se observa que VIP 
estimula la expresión de STAT3 gracias a VPAC1. El aumento en la expresión de este factor de 
transcripción mediado por VIP ya ha sido publicado previamente, pero en células de carcinoma renal 
(Vacas et al., 2012). Aunque este factor de transcripción no es exclusivo de las células Th17, su función 
en la diferenciación de esta subpoblación es fundamental, por lo que cabe preguntarse por qué STAT3 
no es inducido también por VPAC2. A este respecto, aunque no se conoce la secuencia temporal de la 
maquinaria transcripcional activada durante la diferenciación de las células Th17, se ha descrito que 
STAT3 es capaz de promover la expresión de RORC (Yang et al., 2007; Durant et al., 2010). Por ello, se 
ha sugerido que la diferenciación de las células Th17 podría involucrar la activación de STAT3 en un 
estadio muy temprano, previo incluso a la expresión de RORC (Yang et al., 2007). En la misma línea, el 
receptor VPAC1 está principalmente asociado con el comienzo de la diferenciación, lo que estaría 
relacionado con la inducción de la expresión de un factor de transcripción que es necesario al 
comienzo del proceso. No obstante, dada la falta de conocimiento al respecto de la función de los 
factores de transcripción durante las distintas fases, se necesitan realizar más estudios para concluir 
esto fehacientemente. Finalmente, nuestros resultados muestran que VIP induce la expresión de IL--
23R mediante VPAC2. Parece lógico que el receptor mayormente expresado en estadíos tardíos de la 
diferenciación sea el encargado de mediar la expresión de IL-23R, cuya función se asocia con la 
diferenciación terminal y estabilización de estas células.  
El sorprendente efecto mostrado por VIP sobre la diferenciación de las células Th17 procedentes 
de células naïve nos llevó a plantearnos cuál sería la función del péptido sobre la generación de las 






3. Efecto de VIP sobre la polarización de las células Th17 humanas  
Los linfocitos Th son células plásticas que, una vez diferenciadas, retienen la capacidad para re-
programarse hacia otras subpoblaciones linfoides dependiendo de la estimulación recibida en el 
microambiente concreto en que se encuentran estas células. Las citocinas son los principales 
componentes microambientales que modulan este proceso, sin embargo es posible que otros factores 
lo modulen. Teniendo en cuenta esto, nos planteamos valorar la modulación de VIP sobre el proceso 
de polarización in vitro de las células memoria Th humanas hacia células Th17 (Artículo 4).   
Para llevar a cabo nuestro propósito, activamos células Th memoria en condiciones polarizantes 
hacia el subtipo Th17, bloqueando la polarización hacia las subpoblaciones Th1 y Th2. De forma 
general, los resultados de nuestro estudio muestran que la presencia de VIP durante la polarización in 
vitro de las células Th17 promueve el proceso de polarización de las células memoria Th hacia el 
fenotipo Th17. En primer lugar, evaluamos si en nuestras condiciones experimentales se produce el 
proceso de polarización, comprobando que bajo nuestras condiciones de experimentación, se favorece 
el subtipo Th17 sobre otros subconjuntos Th tras la polarización in vitro. Los resultados permiten 
observar que tras la polarización se produce un aumento de la producción de IL-17 e IL-21, así como 
un incremento en la expresión de RORC, RORA e IL-23R comparado con las células activadas en 
condiciones no polarizantes (análisis comparado, Artículos 2 y 4). Por otra parte, los niveles de 
expresión de factores de transcripción propios de otras subpoblaciones, como T-bet y Foxp3, 
disminuyen tras la polarización. Seguidamente, evaluamos el efecto del neuropéptido sobre el proceso 
de polarización de estas células. Para ello previamente caracterizamos la expresión de sus receptores, 
observando que tras la polarización in vitro, las células Th17 presentan una menor expresión de 
VPAC1 y niveles similares de VPAC2 que las células activadas in vitro en condiciones no polarizantes 
(análisis comparado, Artículos 2 y 4). Esto se traduce en un aumento en el ratio VPAC2/VPAC1 en las 
células Th17. Como se describe en el apartado anterior, este incremento en el balance entre ambos 
tipos de receptores se observa también en el caso de las células Th17 diferenciadas in vitro (Artículo 3). 
De manera que la expresión aumentada de VPAC2 respecto a VPAC1 parece una característica propia 
de las células Th17.  
El efecto inductor de VIP sobre la polarización in vitro de las células Th17 se manifiesta en el 
incremento de marcadores característicos de estas células tales como IL-17, IL-21 y RORC. Sin 
embargo, la expresión de IL-23R disminuye cuando VIP está presente, aunque este efecto también se 
observa sobre las células Th activadas en condiciones no polarizantes. A este respecto, los resultados 
obtenidos durante la diferenciación in vitro muestran un efecto inductor sobre la expresión de IL-23R 
(Artículo 3), por lo que podría esperarse un aumento de tal expresión. Anteriormente se relaciona el 
efecto del péptido sobre la expresión de este receptor con la función de VPAC2. Por tanto, la menor 
expresión de VPAC2 en las células Th17 polarizadas respecto a las diferencias in vitro podría en cierto 
modo explicar esta discrepancia (análisis comparado, Artículos 3 y 4). No obstante, el posible 




completa de la subpoblación Th17 a partir de linfocitos naïve, la modulación positiva ejercida por VIP 
durante el proceso de diferenciación conduce a la promoción de la generación de las células Th17. Sin 
embargo, una vez diferenciadas la expresión de IL-23R es necesaria para el mantenimiento y 
estabilización de la población, pero una sobre-expresión se ha relacionado con el fenotipo patogénico 
de estas células (Ghoreschi et al., 2011; Zúñiga et al., 2013). Así, el efecto negativo del neuropéptido 
sobre la expresión del receptor puede evitar una respuesta masiva de las células Th17 maduras que se 
asocie con la adquisición de un fenotipo patogénico. En la misma línea, la IL-23 también se ha 
relacionado con la plasticidad de las células Th17 hacia Th1 y ello a su vez se ha asociado con la 
patogenicidad de las mismas (Mathur et al., 2006; Lee et al., 2009; Hirota et al., 2011; Duhen et al., 2013). 
Por tanto, la inhibición mediada por VIP sobre IL-23R podría influir negativamente sobre esta 
conversión de las células Th17 hacia un fenotipo más patogénico de tipo Th11. Independientemente 
del efecto específico encontrado sobre la expresión de IL-23R, observamos un efecto inductor de VIP 
sobre la generación de las células Th17. En concordancia con ello, Ding y colaboradores han mostrado 
también una acción promotora, aunque indirecta, sobre el desarrollo de células Th17 indicando que 
VIP aumenta la expresión de RORγt y la producción de IL-17 en las células T CD4 tras la presentación 
antigénica (Ding et al., 2012). El hallazgo observado en nuestro estudio concuerda con la conclusión 
obtenida a partir de células Th17 diferenciadas in vitro. Por tanto, VIP promueve de forma 
generalizada el aumento de la diferenciación y la polarización in vitro de las células Th hacia la 
subpoblación Th17. 
Este efecto de VIP promotor de la subpoblación Th17 podría parecer contrario a los resultados 
obtenidos sobre la activación in vitro en condiciones no polarizantes de células Th (Artículo 2). No 
obstante, ambas situaciones son diferentes. El efecto de VIP en el primer caso se ejerce sobre un 
conjunto de células memoria Th que simplemente son activadas a través del TCR en ausencia de 
cualquier citocina. Sin embargo, en el segundo caso, VIP ejerce un efecto sobre un conjunto de células 
memoria Th que son, no sólo activadas, sino también polarizadas hacia Th17 en la presencia de un 
cóctel de citocinas. En estos cultivos por tanto, VIP no ejerce su efecto en solitario, sino en combinación 
con TGFβ, IL-6, IL-1β, IL-21 e IL-23. Ello puede dar lugar a diferentes efectos biológicos sobre un 
mismo tipo celular. En este sentido, el trabajo realizado por Yadav y colaboradores puede mostrar 
alguna evidencia en apoyo a esta hipótesis. En su estudio los autores encuentran que VIP sólo no 
ejerce un efecto sobre la producción de IL-17, mientras que la presencia combinada del péptido y 
TGFβ induce un incremento en tal producción (Yadav et al., 2008). Los autores indican que los efectos 
de VIP sobre la inducción de las células Th17 ocurren sólo en la presencia de esta citocina, lo que 
puede dar credibilidad a la hipótesis planteada.   
Tras la caracterización del efecto de VIP sobre la generación de las células Th17 tanto 
procedentes de linfocitos Th naïve como memoria, caracterizamos parámetros funcionales de las 
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mismas, así como de las células Th activadas in vitro y evaluamos la capacidad de VIP para 
modularlos.  
4. Efecto de VIP sobre parámetros funcionales de las células Th17 humanas  
La funcionalidad de los linfocitos Th está asociada fundamentalmente a la capacidad que 
presentan estas células de secretar citocinas, sin embargo, existen también otras cualidades 
importantes para la función de estas células. En este sentido, las células, para ser efectivas en su 
acción, deben proliferar permitiendo la expansión del clon activado tras la presentación antigénica. 
Por otra parte, para poder ejercer su acción, los linfocitos Th deben acudir al lugar del foco infeccioso. 
Por ello, nos propusimos caracterizar la capacidad de proliferación y la capacidad potencial de 
migración de las células Th17 diferenciadas in vitro (Artículo 3), las células Th activadas in vitro 
(Artículo 2) y las células Th17 polarizadas in vitro (Artículo 4), así como evaluar si VIP es capaz de 
modificar estos parámetros funcionales.  
En relación al efecto de VIP sobre la proliferación de las células Th17 diferenciadas in vitro, 
los resultados muestran un efecto inductor por parte del neuropéptido. En primer lugar observamos 
que, tras siete días de cultivo, las células Th17 muestran mayor ratio de proliferación que las células 
activadas pero sin condiciones de diferenciación hacia Th17. En segundo lugar, encontramos que el 
83% de las células son dobles positivas para RORC y Ki67, lo que indica que la mayoría de las células 
proliferantes del cultivo son Th17. Además, el análisis de citometría muestra que el 100% de las células 
que expresan RORC son positivas para Ki67, lo que supone que todas las células Th17 del cultivo 
están proliferando. Estos datos concuerdan con el hecho de que las células Th17 se diferencian bien en 
nuestras condiciones de experimentación. Contrario a nuestro hallazgo, se ha descrito una baja 
capacidad de proliferar y producir IL-2 por parte de células Th17 en respuesta a la activación in vitro 
mediante anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (Santarlasci et al., 2012). Sin embargo, nuestros resultados 
indican que las células, además de proliferar bien, secretan IL-2. Es preciso constar que, para los 
estudios de proliferación, los autores de este estudio parten de células procedentes de sangre 
periférica en lugar de células naïve provenientes de sangre de cordón umbilical, lo cual puede 
repercutir en las diferencias observadas entre ambos trabajos. Además, las discrepancias podrían 
explicarse debido a la presencia de IL-23 así como el incremento en la expresión de IL-23R en las 
células Th17, lo que puede dar lugar a un aumento en la expansión de la subpoblación. No obstante, 
Santarlasci y colaboradores miden la capacidad de proliferación tras cinco días de cultivo. Similar a 
sus resultados, en nuestro estudio nosotros no observamos aumentada la capacidad de proliferación 
de las células Th17 después de cuatro días de cultivo. Por lo que, posiblemente ambos hallazgos sean 
compatibles. Por su parte, el análisis del efecto de VIP muestra que las células diferenciadas en 
presencia de VIP presentan un ratio de proliferación mayor a los siete días de cultivo. Dado que no 
existen diferencias entre las células Th17 diferenciadas en ausencia o en presencia del péptido en 
relación a la viabilidad celular, el efecto del péptido no se debe a un aumento de la supervivencia de 




resultados de citometría no muestran un aumento del porcentaje de células dobles positivas para 
RORC y Ki67. En este sentido, BrdU se incorpora en el ADN sólo durante la fase S del ciclo celular, 
mientras que Ki67 se expresa durante todas las fases del mismo. Teniendo en cuenta esto, un posible 
efecto de VIP específicamente sobre la fase S, podría no observarse en el análisis de expresión de Ki67 
dada la alta expresión de esta proteína en las células Th17 diferenciadas in vitro. No obstante, sería 
necesario realizar estudios en profundidad acerca de ello para poder dilucidar la razón concreta de 
esta discrepancia. En relación al efecto de VIP sobre la proliferación específica de células Th17 no se ha 
publicado nada al respecto. Sobre linfocitos T murinos se ha descrito generalmente un efecto inhibidor 
(Ottaway y Greenberg, 1984; Stanisz, 1986; Ottaway, 1987; Boudard y Bastide, 1991; Teresi et al., 1996), 
sin embargo en células T humanas Nordlind y colaboradores han descrito un efecto dual o inductor de 
la proliferación de los linfocitos expuestos a diferentes agentes (Nordlind y Mutt, 1986a; Nordlind y 
Mutt, 1986b). El hecho de que VIP favorezca la proliferación de estas células concurre con que 
promueva la diferenciación de este tipo celular, mostrando así que el péptido fomenta la respuesta 
Th17 a varios niveles. 
Referente al efecto de VIP sobre la proliferación de las células Th activadas in vitro, 
observamos que en presencia de VIP se mantiene esta capacidad funcional en estas células. En primer 
lugar, determinamos la capacidad de proliferación de los linfocitos Th17 analizando el porcentaje de 
células dobles positivas para RORC y Ki67 tras el cultivo in vitro y advertimos que este porcentaje es 
58% aproximadamente Por tanto, relativamente existe una elevada proliferación de esta subpoblación 
celular en nuestros cultivos comparado con otros subtipos Th, lo que concuerda con los hallazgos 
anteriormente expuestos (Apartado 1, Discusión). Por su parte, el análisis de la función de VIP sobre la 
proliferación de estas células no muestra un efecto significativo del péptido sobre este parámetro 
funcional, manteniendo por tanto la capacidad proliferativa que presentan las células Th.  
Finalmente, el análisis del efecto de VIP sobre la proliferación de las células Th17 polarizadas 
in vitro, muestra de nuevo este neuropéptido mantiene la capacidad proliferativa que presentan estas 
células per se. Los resultados obtenidos indican que aproximadamente un 36% de las células Th17 son 
dobles positivas para RORC y Ki67. Comparado con las células activadas en condiciones no 
polarizantes, este porcentaje indica que las células Th17 polarizadas in vitro proliferan menos, 
contrariamente a lo esperado (datos comparados, Artículos 2 y 4). Este hallazgo puede ser acorde con 
la evidencia mostrada por Santarlasci y colaboradores, dado que en este caso se parte también de 
linfocitos procedentes de sangre periférica (Santarlasci et al., 2012). El estudio del efecto de VIP 
tampoco muestra diferencias significativas respecto a las células polarizadas en ausencia del péptido.   
Por otra parte, el estudio del efecto de VIP sobre la capacidad potencial de migración de las 
células Th17 diferenciadas in vitro muestra que VIP mantiene la capacidad que por sí mismas 
presentan estas células. En primer lugar, los resultados manifiestan que aproximadamente un 75% de 
las células son dobles positivas para RORC y CCR6, lo que sugiere que la mayoría de estas células 




cultivo no expresan CCR6. Dado que este receptor de quimiocinas se expresa en el subconjunto de 
células T memoria (Schutyser et al., 2003), es posible que este porcentaje corresponda a células que aún 
no han terminado su proceso de diferenciación. Por su parte, no se encuentran diferencias en el 
porcentaje de células dobles positivas para RORC y CCR6 en presencia de VIP. A este respecto, 
tampoco se ha publicado ningún efecto. Yadav y colaboradores analizan la expresión de CCR6 en 
ratones wild type y ratones deficientes para la expresión de VPAC2 en un modelo experimental de 
colitis sin encontrar modificaciones en la expresión de CCR6 en ningún caso (Yadav et al., 2011).  
Relativo a la función de VIP sobre la capacidad potencial de migración de las células Th 
activadas in vitro, encontramos de nuevo que VIP mantiene tal capacidad presentada por las células 
Th per se tras la activación. En primer lugar, los resultados obtenidos muestran que cerca de un 8% de 
las células son dobles positivas para RORC y CCR6. Aproximadamente un 50% de las células Th 
activadas in vitro son Th17 (expresan RORC) pero no presentan expresión del receptor de quimiocina. 
Dado que CCR6 es un marcador característico de las células Th17, lo esperable sería que todas las 
células Th17 expresasen CCR6. No obstante, se ha descrito que las células que expresan CCR6 se 
localizan fundamentalmente en las mucosas y en la piel (Schutyser et al., 2003). De manera que, podría 
ser razonable que las células Th procedentes de sangre periférica muestren baja expresión de CCR6 ya 
que se encuentran en circulación y no vinculadas a un tejido específico. Por otra parte, no se observa 
ningún efecto significativo de VIP sobre la capacidad potencial de migración en respuesta a CCL20 de 
las células Th activadas in vitro.  
En relación al efecto de VIP sobre la capacidad potencial de migración de las células Th17 
polarizadas in vitro se concluye igualmente que VIP mantiene la capacidad que muestran estas 
células per se. Como era de esperar, el análisis de la expresión de CCR6 muestra un aumento 
significativo en su expresión en las células Th17 polarizadas respecto a las células activadas en 
condiciones no polarizantes (datos comparados, Artículos 2 y 4). Aproximadamente el 25% de las 
células son dobles positivas para RORC y CCR6. Por lo que, de nuevo, una fracción de las células 
RORC positivas no expresa CCR6. El análisis del efecto de VIP sobre este parámetro funcional no 
muestra diferencias en presencia o ausencia del péptido, al igual que en el caso previo. Aunque VIP 
induce un ligero incremento en el porcentaje de células dobles positivas para RORC y CCR6, éste no 
llega a ser significativo.  
Una vez descrita la función de VIP sobre estos parámetros funcionales, nos centramos en el 
estudio del fenotipo patogénico/no patogénico de las células objeto de estudio, para posteriormente 
evaluar la modulación de VIP sobre el fenotipo funcional de tales células. 
5. Efecto de VIP sobre la patogenicidad de las células Th17 humanas 
En los últimos años se ha mostrado que las células Th17 presentan heterogeneidad funcional 
dependiendo de su perfil fenotípico. De manera que, en función del conjunto de citocinas producidas 




(Ghoreschi et al., 2011; Peters et al., 2011b; Sallusto et al., 2012). Las células Th17 patogénicas se 
caracterizan principalmente por la producción de IL-22, GM-CSF, IL-2 e IFNγ, además de otras 
citocinas como IL-17 e IL-21 (McGeachy et al., 2007; Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012). Por su parte, 
las células Th17 no patogénicas expresan, conjuntamente con IL-17 e IL-21, las interleucinas IL-10 e IL-
9 (McGeachy et al., 2007; Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012). Sumado a la expresión de un perfil de 
citocinas u otro, la presencia de determinados factores de transcripción se ha asociado con cada uno 
de los fenotipos Th17. En este sentido se ha descrito que el factor de transcripción T-bet está asociado 
al fenotipo patogénico (Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012), mientras que AhR se relaciona con el 
fenotipo no patogénico (Ghoreschi et al., 2010). En base a estas publicaciones recientes, nos 
propusimos analizar el fenotipo patogénico/no patogénico de las células Th17 diferenciadas in vitro 
(Artículo 3), las células memoria Th activadas in vitro (Artículo 2) y las células Th17 polarizadas in vitro 
(Artículo 4), así como evaluar si VIP es capaz de modificar este perfil.  
La presencia de un fenotipo u otro de células Th17 depende fundamentalmente de las citocinas 
presentes en el microambiente. La inducción del fenotipo patogénico tiene lugar principalmente en 
presencia de IL-23. Esta citocina se ha identificado como una citocina crucial para el desarrollo del 
proceso inflamatorio asociado a las células Th17 en patologías como EAE y CIA (Cua et al., 2003; 
Murphy et al., 2003; Langrish et al., 2005; McGeachy et al., 2007; Ghoreschi et al., 2010). Los mecanismos 
en los que se basa la IL-23 para desencadenar la patología asociada a estas células son varios. Por una 
parte, induce sobre las células Th17 la expresión de marcadores asociados a patogenicidad, tales como 
GM-CSF, IFNγ, IL-22, IL-23R y T-bet (Langrish et al., 2005; McGeachy et al., 2007; Chen et al., 2007; 
Manel et al., 2008; Ahern et al., 2010; Ghoreschi et al., 2010; Codarri et al., 2011; El-Behi et al., 2011). En el 
sentido contrario, la IL-23 inhibe la expresión de marcadores asociados al fenotipo no patogénico, 
como IL-10 e IL-9 (Elyaman et al., 2009; Ahern et al., 2010). Además de la IL-23, algunos trabajos han 
mostrado que la IL-1β puede presentar un efecto inductor sobre el fenotipo patogénico puesto que 
promueve la expresión de IFNγ, IL-22 y GM-CSF (WIL-son et al., 2007; El-Behi et al., 2011) e inhibe la 
expresión de IL-10 (Zielinski et al., 2012). Contrariamente, la principal citocina que modula la 
generación de las células Th17 no patogénicas es TGFβ. Se ha descrito que las células Th17 que se 
diferencian en presencia de TGFβ e IL-6 son la que presentan el fenotipo no patogénico, ya que no son 
capaces de desarrollar la respuesta inflamatoria patológica que tiene lugar en la EAE (McGeachy et al., 
2007; Ghoreschi et al., 2010). Las propiedades de TGFβ para modular el fenotipo de las células Th17 
hacia un fenotipo no patogénico son varias. En primer lugar, estimula la expresión de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 e IL-9 en las células Th17 (McGeachy et al., 2007; Xu et al., 2009; Beriou et al., 
2010). En segundo lugar, TGFβ presenta la facultad de inhibir la expresión de marcadores asociados a 
patogenicidad, como IL-22, GM-CSF, IL-23R y T-bet (McGeachy et al., 2007; Chen et al., 2007; Volpe et 
al., 2008; Yang et al., 2008a; Zhou et al., 2008; Das et al., 2009; Ghoreschi et al., 2010; El-Behi et al., 2011). 
En nuestros estudios varias de estas citocinas moduladoras se emplearon tanto en la diferenciación 
como en la polarización de las células Th17. La presencia de citocinas como IL-23 o IL-1β podría 




mencionar que, a pesar de que su expresión se ha asociado a patogenicidad, la estabilización de la 
subpoblación Th17 requiere de la presencia de IL-23 (Aggarwal et al., 2003; Murphy et al., 2003; 
Langrish et al., 2005; Zhou et al., 2007; McGeachy et al., 2009). Así mismo, la expresión del receptor de 
esta citocina no es exclusiva de las células Th17 patogénicas, mientras que su sobre-expresión sí que 
está relacionada con la patogenicidad de las mismas (Ghoreschi et al., 2011; Zúñiga et al., 2013). De 
manera que podría considerarse que una presencia mínima de IL-23 es necesaria para sostener la 
diferenciación terminal de estas células, mientras que una sobre-expresión estaría relacionada con el 
fenotipo patogénico. Por otro lado, McGeachy y colaboradores han sugerido que en la diferenciación 
en la presencia de TGFβ, IL-6 e IL-23, las dos primeras citocinas ejercen un efecto dominante sobre la 
IL-23 generando un fenotipo no patogénico (McGeachy et al., 2007), lo que podría tener lugar en 
nuestros cultivos. En relación a la IL-1β, aunque se ha relacionado con el fenotipo patogénico, esta 
citocina es necesaria para la diferenciación de las células Th17 (Sutton et al., 2006a; Veldhoen et al., 
2006; Acosta-Rodriguez et al., 2007b; WIL-son et al., 2007; Cosmi et al., 2008; Lee et al., 2010). Además, 
similar a lo descrito para el caso de la IL-23, se ha mostrado que la IL-1β sola induce la expresión de 
IFNγ en las células Th17, sin embargo en combinación con IL-6 y TGFβ este efecto se pierde (Acosta-
Rodriguez et al., 2007b). De manera que, en nuestras condiciones de diferenciación o polarización, es 
posible que la presencia combinada de todas estas citocinas promueva la adquisición del fenotipo no 
patogénico gracias a la inhibición de las “funciones patogénicas” que individualmente ejercen algunas 
de las citocinas.  
En relación al efecto de VIP sobre el fenotipo patogénico/no patogénico de las células Th17 
diferenciadas in vitro, concluimos que este neuropéptido mantiene el fenotipo no patogénico que 
presentan estas células per se. Inicialmente caracterizamos el fenotipo de las células Th17 tras la 
diferenciación in vitro observando que el fenotipo de estas células es no patogénico. En primer lugar, 
los resultados muestran que estas células producen menores niveles de IL-22 e IFNγ y mayores niveles 
de IL-9 que las células activadas en ausencia de condiciones de diferenciación Th17. Respecto a la IL-
22 se ha publicado que esta citocina se encuentra asociada al fenotipo patogénico de las células Th17 
(McGeachy et al., 2007; Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012) y su producción se ha relacionado con el 
desarrollo de inflamación y patología (Zenewicz y Flavell, 2008), como por ejemplo la psoriasis (Zheng 
et al., 2007). En la misma línea, la producción de IFNγ en las células Th17 se relaciona con su carácter 
patogénico, dada la implicación de esta citocina en los procesos inflamatorios (McGeachy et al., 2007; 
Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012). Por tanto, la menor producción de IL-22 e IFNγ en las células 
Th17 diferenciadas in vitro sugiere que el fenotipo de estas células es no patogénico, teniendo en 
cuenta los hallazgos previamente descritos (McGeachy et al., 2007; Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 
2012). Referente a la IL-9, aunque esta citocina se ha visto involucrada en procesos patológicos, 
también se ha descrito que presenta propiedades anti-inflamatorias. Sobre las células Th17, la 
expresión de IL-9 se ha relacionado con una menor patogenicidad ya que las células que producen 
esta citocina no desarrollan una respuesta inflamatoria patológica asociada a gastritis autoinmune, 




2011). De tal modo que, el aumento en la producción de esta citocina en las células Th17 diferenciadas 
en nuestros cultivos sugiere de nuevo un fenotipo no patogénico. Por otra parte, nuestros cultivos 
muestran que las células Th17 diferenciadas tienen la capacidad de producir IL-10 en niveles 
comparables a las células activadas en ausencia de condiciones de diferenciación. En este sentido, se 
ha descrito que las células Th17 también son capaces de producir IL-10 y ello se ha asociado con una 
posible función reguladora de estas células (McGeachy et al., 2007; Xu et al., 2009; Ghoreschi et al., 
2010; Zúñiga et al., 2013). Finalmente,  en la misma línea que los resultados expuestos, los análisis de 
correlación muestran que existe una correlación negativa entre la expresión de RORC e IL-22 y de IL-2 
e IL-17, mientras que la correlación es positiva entre la expresión de IL-9 e IL-17 y de IL-10 e IL-17. 
Apoyando nuestros resultados, esta correlación negativa entre RORC e IL-22 ya ha sido apuntada 
previamente (Ganjalikhani Hakemi et al., 2011). En su conjunto, todas estas correlaciones apuntan a 
que, bajo nuestras condiciones de diferenciación, las células Th17 adquieren un fenotipo no 
patogénico. Por otra parte, nuestros resultados muestran que, de acuerdo a los resultados previamente 
publicados (Veldohen et al., 2008b), las células Th17 diferenciadas presentan un incremento en la 
expresión de AhR, lo que señala también hacia un fenotipo no patogénico. Además, los resultados de 
este trabajo permiten observar que las células Th17 diferenciadas presentan un descenso en la 
expresión de T-bet. Dada la asociación de este factor de transcripción con el fenotipo patogénico de 
estas células (Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012), la expresión reducida del mismo de nuevo indica 
el carácter no patogénico de estas células. Por su parte, el análisis del efecto de VIP no muestra 
diferencias en presencia del péptido en cuanto a la expresión de las citocinas y los factores de 
transcripción, por lo que consideramos que este neuropéptido mantiene el fenotipo no patogénico 
testado en las células Th17 diferenciadas in vitro. 
Referente al efecto de VIP sobre el fenotipo patogénico/no patogénico de las células Th 
activadas in vitro, observamos que VIP inhibe el fenotipo patogénico de las células Th activadas in 
vitro. Los resultados obtenidos muestran que VIP causa una disminución en la producción de IL-22 y 
GM-CSF, una reducción en la expresión de IL-22, IL-2 y T-bet a nivel de mRNA, y un aumento en la 
producción de IL-9 en las células Th activadas in vitro. Aunque de forma indirecta, la inhibición 
mediada por VIP sobre la producción de IL-22 se ha descrito previamente sobre células Th murinas 
(Ding et al., 2012), por lo que nuestros resultados concuerdan con lo esperado. En relación a GM-CSF, 
se ha mostrado que, no sólo promueve la activación y la generación de las células Th17 mediante la 
inducción de la secreción de citocinas como IL-23 e IL-6 en las DCs (Sonderegger et al., 2008b), sino 
que su función es crucial en la patogenicidad de estas células (Codarri et al., 2011; El-Bethi et al., 2011; 
McGeachy, 2011). Por su parte, el aumento en la expresión de IL-2 y T-bet se ha relacionado también 
con el fenotipo patogénico de las células Th17 (Ghoreschi et al., 2010; Lee et al., 2012).  
Finalmente, relacionado con el efecto de VIP sobre el fenotipo patogénico/no patogénico de 
las células Th17 polarizadas in vitro, concluimos VIP es capaz de aumentar el fenotipo no patogénico 
de estas células incrementando la expresión de citocinas con propiedades anti-inflamatorias. En 




adquieren un fenotipo no patogénico ya que estas células producen mayores niveles de IL-9 y 
menores niveles de IL-22 y GM-CSF que las células activadas en condiciones no polarizantes (análisis 
comparado, Artículos 2 y 4). Además, las células Th17 muestran la capacidad de expresar IL-10. Sin 
embargo, el nivel de IL-10 expresado en las células Th17 polarizadas en cultivo es menor que el de las 
células activadas en condiciones no polarizantes. En este sentido, la IL-10 puede ejercer su acción anti-
inflamatoria de forma autocrina sobre las propias células Th17 dando lugar a un mecanismo de auto-
regulación (McGeachy et al., 2007), por lo que parece razonable que la secreción de esta citocina sea 
más reducida permitiendo así la adquisición de un fenotipo no patogénico pero evitando que niveles 
elevados de esta citocina consigan bloquear por completo la función de estas células. La conclusión 
obtenida de estos resultados concuerda con lo observado sobre las células diferenciadas in vitro 
(Artículo 3). Por su parte, el análisis del efecto de VIP sobre la expresión de marcadores asociados a 
patogenicidad/no patogenicidad en estas células muestra que el péptido induce la expresión de las 
citocinas IL-10 e IL-9. Sobre células Th17 humanas,  este trabajo describe por primera vez el efecto 
inductor de VIP sobre la producción de estas citocinas. Previamente se ha descrito sobre linfocitos Th 
la función de VIP sobre la expresión de IL-10, mostrándose resultados opuestos (Martinez et al., 1996; 
Wang et al., 1999; Voice et al., 2003; Delgado et al., 2005a). Nuestros resultados sobre las células Th17 
polarizadas in vitro revelan un efecto inductor del péptido sobre la expresión de esta citocina, lo que 
podría constituir un mecanismo inmunomodulador de VIP sobre la función de estas células 
promoviendo el fenotipo no patogénico o la propia auto-regulación.  
Dada la estrecha relación entre la heterogeneidad funcional de las células Th17 y la posibilidad 
de adquirir características de otras subpoblaciones linfoides, el siguiente paso consiste en analizar el 
perfil Th17/1 de las células objeto del estudio, para subsiguientemente testar la regulación ejercida 
por VIP sobre este perfil. 
6. Efecto de VIP sobre el perfil Th17/1 de las células Th humanas  
Una característica destacada de la subpoblación Th17 es la gran plasticidad fenotípica en 
comparación con otras células Th. Estas células pueden adquirir características de otros subconjuntos 
o incluso re-diferenciarse hacia otras subpoblaciones dependiendo del microambiente circundante. En 
este sentido, la capacidad de las células Th17 de adquirir un perfil de tipo Th1 se ha descrito 
ampliamente, asociándola con la patogenicidad de estas células. Este proceso puede estudiarse 
analizando la expresión de marcadores de ambos subtipos celulares, ya que las células Th17 muestran 
una progresiva pérdida de la expresión de IL-17, RORγt y RORα, a la vez que un aumento de la 
expresión de T-bet e IFNγ (Annunziato et al., 2007; Bending et al., 2009; Lee et al., 2009; Kruschus et al., 
2010). Este cambio progresivo permite que se genere un fenotipo intermedio Th17/1, caracterizado 
por la co-expresión de IL-17 e IFNγ, así como RORγt y T-bet (Lexberg et al., 2010; Maggi et al., 2012). 
Dada la importancia de este fenómeno, nos planteamos caracterizar el fenotipo asociado a Th1 de las 




las células Th17 polarizadas in vitro (Artículo 4), así como evaluar si VIP es capaz de modificar este 
perfil Th17/1.   
Se ha descrito que la conversión de las células Th17 hacia un fenotipo Th1 está regulada por la 
presencia de diversas citocinas, entre las cuales destaca la función de la IL-12 como citocina inductora. 
Sin embargo otras citocinas también pueden estar involucradas como IL-23, IFNγ o TNFα. 
Contrariamente, TGFβ modula negativamente este proceso. En paralelo a la situación descrita en el 
Apartado 5, la presencia de IL-23 en el medio de diferenciación o polarización in vitro de las células 
Th17 podría llevar a pensar en la inducción de la adquisición de un perfil de tipo Th1 en tales 
condiciones experimentales. Sin embargo la presencia de TGFβ puede ser capaz de impedir este 
proceso ya que esta citocina inhibe la expresión de T-bet e IFNγ (Ghoreschi et al., 2011; Zúñiga et al., 
2013). Aún más, se ha descrito que TGFβ inhibe la transición inducida por IL-23 (Lee et al., 2009). De 
tal modo que, las citocinas empleadas en el medio de diferenciación o polarización no deberían 
implicar la adquisición de características propias de la subpoblación Th1 sobre las células Th17 
diferenciadas o polarizadas in vitro. Por otra parte, podría considerarse que la expresión de moléculas 
relacionadas con las células Th1, no provenga de las células Th17 sino de la presencia de células Th1 
propiamente dichas. Sin embargo, en los cultivos de diferenciación prácticamente descartamos esta 
posibilidad puesto que partimos de células naïve que son diferenciadas hacia Th17. Cabe recordar 
aquí, que en el medio de diferenciación/polarización se emplea el anticuerpo frente a IL-12p35, por lo 
que no se promueve el desarrollo de linfocitos Th1.  
En relación al efecto de VIP sobre el perfil Th17/1 de las células Th17 diferenciadas in vitro, 
los análisis revelan que VIP presenta un efecto negativo sobre la adquisición de un perfil Th17/1 en 
las células Th17 diferenciadas in vitro. En primer lugar, caracterizamos dicho perfil en las células Th17 
una vez diferenciadas y observamos que las estas células Th17 no adquieren un  fenotipo relacionado 
con la subpoblación Th1, ya que tras la diferenciación las células Th17 presentan menor expresión de 
T-bet e IL-12Rβ2 y una menor producción de IFNγ que las células activadas en ausencia de 
condiciones de diferenciación. Además, el porcentaje de células co-expresoras de RORC y T-bet es 
muy bajo. A pesar de esta escasa expresión de los marcadores característicos de células Th1, nos 
preguntamos si VIP sería capaz de inhibir la posible adquisición de un fenotipo Th17/1. Los 
resultados obtenidos muestran que el pequeño porcentaje de células dobles positivas para RORC y T-
bet es aún menor en la presencia del neuropéptido. Un resultado similar ha sido publicado por Ding y 
colaboradores, los cuales encuentran también una modesta reducción en el porcentaje de células co-
expresoras de IL-17 e IFNγ en presencia de VIP (Ding et al., 2012). Además, en nuestro estudio, cuando 
VIP está presente en el cultivo las correlaciones entre la expresión de IFNγ e IL-17 y entre T-bet y 
RORC son negativas en las células Th17. Estos hallazgos indican que, la escasa tendencia de las células 
Th17 hacia la adquisición de un fenotipo Th1, mostrada por las correlaciones positivas, es abolida en 




Referente al efecto de VIP sobre el perfil Th17/1 de las células Th activadas in vitro, 
concluimos que VIP modula negativamente el perfil Th17/1 sobre estas células. Previamente 
determinamos cuál de las dos poblaciones, Th17 o Th1, es mayoritaria tras la activación de las células 
Th. Los resultados muestran que la población mayoritaria es de tipo Th17, la cual es más abundante 
que la subpoblación Th1 puesto que el porcentaje total de células que expresan RORC es mayor que el 
de células que expresan T-bet y las primeras proliferan más que estas últimas. Estos análisis muestran 
también un pequeño porcentaje de las células doble positivas para RORC y T-bet. Teniendo en cuenta 
estos hallazgos, evaluamos si VIP sería capaz de modular este fenotipo Th17/1, observando en primer 
lugar que, VIP inhibe la expresión de T-bet (como se menciona en el Apartado 5, Discusión) e IL-12Rβ2. 
Además, la correlación entre los factores de transcripción RORC y T-bet, que es positiva en ausencia 
de VIP, se convierte en negativa cuando el péptido está presente en el cultivo. Todo ello indica que 
VIP inhibe la adquisición del perfil Th17/1, lo que apoya aún más los resultados previos (Apartado 5, 
Discusión), puesto que este perfil se asocia a patogenicidad.  
En relación al efecto de VIP sobre el perfil Th17/1 de las células Th17 polarizadas in vitro, se 
observa un efecto negativo del péptido sobre la adquisición de un perfil de tipo Th1 en estas células. 
De nuevo antes de evaluar el efecto de VIP, determinamos la posible adquisición de un perfil Th17/1 
durante la polarización in vitro de las células Th17, observando que las células Th17 polarizadas bajo 
nuestras condiciones de experimentación presentan una baja adquisición de marcadores Th1. Tras la 
polarización se observa que las células presentan menor expresión de IFNγ, IL-12Rβ2 y T-bet que las 
células activadas en condiciones no polarizantes (análisis comparado, Artículos 2 y 4). Este hallazgo 
discurre en paralelo a lo observado en el caso de las células Th17 diferenciadas in vitro (Artículo 3). 
Seguidamente, evaluamos el efecto de VIP sobre el mismo y advertimos que, mientras no existe 
correlación entre T-bet y RORC en las células Th17, esta correlación es negativa en presencia de VIP, 
indicando un efecto negativo del péptido sobre la adquisición del perfil Th17/1. Comparado con el 
efecto observado en el caso de las células Th17 diferenciadas, parece que el efecto de VIP sobre las 
células Th17 polarizadas in vitro es menor. Ello podría deberse a una menor expresión de sus 
receptores en las células memoria polarizadas respecto a las células diferenciadas in vitro. Como se 
describe en el Apartado 3, la expresión de VPAC2 es menor en las células Th17 polarizadas que en las 
diferenciadas. Lo mismo ocurre para el caso de VPAC1 (análisis comparado, Artículos 3 y 4). Sin 
embargo, otra cuestión importante que puede dar lugar a este menor efecto de VIP es que las células 
de partida en un caso u otro son muy diferentes. En este estudio el cultivo se inicia con un conjunto de 
células Th memoria, en donde se espera que se expresen marcadores de tipo Th1, mientras que en el 
estudio previo el cultivo se inicia con células naïve. De manera que el efecto de VIP podría verse en 
cierto modo enmascarado por una mayor presencia de partida de marcadores asociados a Th1.  
Contrariamente a la asociación entre el perfil Th17/1 y la patogenicidad de las células Th17, la 
adquisición de un fenotipo regulador en tales células podría inhibir su patogenicidad. La posibilidad 
de que VIP sea capaz de modular negativamente el primero y positivamente el segundo constituiría 




analiza el posible efecto de VIP sobre la adquisición de un perfil Th17/Treg por parte de las células 
Th17 polarizadas in vitro. 
7. Efecto de VIP sobre el fenotipo Th17/Treg de las células Th17 humanas  
Con anterioridad se describe la capacidad de los linfocitos Th17 para adquirir un perfil asociado 
a la subpoblación Th1, sin embargo las células Th17 pueden adquirir características de otras 
subpoblaciones, como Th2 o Tfh. Aunque existen pocos datos al respecto, se ha descrito también que 
los linfocitos Th17 pueden adquirir un fenotipo T regulador (Hoechst et al., 2011; Obermajer et al., 
2014). Potencialmente, las células Th17 que adoptan este fenotipo pueden expresar marcadores 
asociados a ambas subpoblaciones, por lo que este fenómeno puede ser estudiado analizando la 
expresión de los factores de transcripción y las citocinas principales de cada una de las 
subpoblaciones. La posibilidad de que las células Th17, caracterizadas como pro-inflamatorias, 
pudiesen adquirir un fenotipo regulador, es de gran relevancia. Por ello, quisimos analizar si este 
fenotipo puede presentarse en las células Th17 polarizadas in vitro, así como si la presencia de VIP 
durante la polarización es capaz de modularlo (Artículo 4). 
Los resultados del estudio sugieren que VIP podría promover la adquisición de un fenotipo 
relacionado con la subpoblación Treg en las células Th17 polarizadas in vitro. En primer lugar, 
observamos que las células Th17 no presentan marcadores asociados a células Treg, ya que tras la 
polarización las células muestran menor expresión de Foxp3 e IL-10, así como una menor producción 
de esta citocina que las activadas en condiciones no polarizantes (análisis comparado, Artículo 2 y 4). 
El análisis del efecto de VIP muestra que, por una parte, VIP produce un incremento en la producción 
de IL-10 y, por otra parte, la correlación entre Foxp3 y RORC, que no existe en las células Th17, es 
positiva en presencia del péptido. Todo ello sugiere un posible efecto modulador positivo de VIP 
sobre la adquisición de un perfil relacionado con la subpoblación Treg. Este aparente efecto concurría 
con el hecho de que VIP promueve el no patogénico de las células Th17 polarizadas in vitro. No 
obstante, se trata únicamente de un apunte inicial, puesto que serían necesarios más estudios, tales 
como el análisis de co-expresión de RORC y Foxp3 para profundizar en este sentido. De hecho, los 
resultados obtenidos en nuestro estudio pueden sugerir que durante el cultivo las células Th17 
adquieren un fenotipo Treg o que las células Treg adoptan un fenotipo Th17. En este sentido, se ha 
descrito también que las células Treg pueden re-diferenciarse y adquirir un fenotipo de tipo Th17. 
Varias citocinas, tales como la IL-6 o la IL-1β principalmente, pero también la IL-23 y la IL-21, pueden 
favorecer este proceso. El fenotipo proveniente del proceso de re-diferenciación presenta 
características de ambos subconjuntos, de manera que las células Th17 derivadas de Treg co-expresan 
Foxp3 y RORγt (Osorio et al., 2008; Ayyoub et al., 2009; Voo et al., 2009). Dado que en nuestro trabajo 
de polarización partimos de una población total de linfocitos Th que se activan y expanden en 
condiciones favorecedoras del subtipo Th17, es posible que en tales condiciones las células Treg que 





8. Efecto de VIP sobre la activación in vivo de los linfocitos Th en el modelo de diabetes 
experimental NOD 
Numerosas patologías de tipo inflamatorio y/o autoinmune presentan una fuerte implicación 
de los linfocitos Th. La T1D es un ejemplo claro de ello, puesto que en ella las células Th participan 
activamente en el proceso inflamatorio que desencadena la destrucción de los islotes pancreáticos. En 
este sentido, la capacidad de VIP de modular la función T colaboradora puede convertirlo en un 
candidato potencial para el tratamiento de los pacientes diabéticos. De hecho, en diabetes 
experimental se ha demostrado la eficacia del péptido inhibiendo la respuesta inflamatoria 
pancreática. Varios trabajos han mostrado que VIP reduce el desarrollo de la insulitis y la aparición de 
la diabetes en ratones NOD (Herrera et al., 2006; Rosignoli et al., 2006). Tales estudios muestran el 
efecto de VIP sobre algunas de las subpoblaciones linfoides Th en momentos concretos de la 
enfermedad. Sin embargo, en nuestro estudio realizamos un análisis completo del efecto de VIP sobre 
las distintas subpoblaciones a lo largo del desarrollo de la enfermedad en los ratones NOD (Artículo 5). 
Además, anteriormente no se ha estudiado la función del péptido sobre la subpoblación Th17 en tales 
ratones, de modo que este es el primer trabajo en el que se describe tal modulación. 
En primer lugar, analizamos el efecto de VIP sobre la subpoblación Th17 y observamos que 
VIP inhibe in vivo la respuesta funcional de las células Th17 durante los estadíos finales de la 
enfermedad en los ratones NOD. Los resultados muestran que el perfil de expresión pancreática de IL-
17, IL-22, IL-23, IL-17R e IL-23R en los ratones NOD a lo largo de las semanas es muy simIL-ar, 
mostrando un aumento gradual en la expresión hasta la semana 20, momento en el cual comienza la 
diabetes per se, a partir de la cual la expresión declina. Estos resultados ponen de manifiesto la 
importancia de esta subpoblación en el desarrollo patológico de la diabetes. Por tanto, se encuentran 
en concordancia con datos previos obtenidos en diferentes modelos experimentales de T1D en los que 
se ha observado un aumento en el número de células Th17 o en la expresión pancreática y sérica de la 
IL-17 (Vukkadapu et al., 2005; Martin-Orozco et al., 2009; van den Brandt et al., 2010; Yaochite et al., 
2013; Li et al., 2014). Por otra parte, nuestros resultados permiten observar que el tratamiento de los 
ratones diabéticos con VIP decrece la expresión de IL-22 en la semana 20 y de IL-17 en la semana 25. 
Estos resultados concuerdan con los hallados en los ratones sanos, en los que se observa una 
inhibición funcional de la subpoblación Th17 en presencia de VIP (Artículo 1).  
Así mismo, estudiamos el efecto de VIP sobre la subpoblación Treg encontrando que VIP 
promueve in vivo la respuesta T reguladora en los ratones diabéticos. Los resultados muestran que el 
porcentaje de células dobles positivas para CD4 y CD25 en el bazo de los ratones diabéticos disminuye 
durante el curso de la enfermedad. El defecto cuantitativo o cualitativo en las células Treg relacionado 
con la diabetes se ha sugerido en varios trabajos, pero los resultados al respecto no son unánimes. En 
diversos modelos experimentales se ha observado que estas células presentan capacidad supresora y 
su transferencia puede inhibir la aparición de inflamación pancreática (Sakaguchi et al., 1995; Lepault 




Masteller et al., 2005; You et al., 2005; Tarbell et al., 2007). Sin embargo, otros trabajos muestran una 
función Treg disminuida en los ratones NOD (Gregg et al., 2004; You et al., 2005; Mellanby et al., 2007; 
Tritt et al., 2008). A pesar de que estos estudios apuntan más hacia un fallo cualitativo en lugar de una 
reducción en el número de las células Treg, nuestros resultados sugieren que existe también una 
disminución cuantitativa durante el desarrollo de la enfermedad en los ratones NOD. Contrariamente, 
en los ratones tratados con VIP el porcentaje de células dobles positivas para CD4 y CD25 está 
aumentado en las semanas 20 y 30 de edad. Este dato indica que el péptido promueve la función T 
reguladora en estos ratones, lo que concuerda con lo anteriormente descrito (Rosignoli et al., 2006). 
Así, VIP puede originar una respuesta beneficiosa en la patogenia de la enfermedad. 
Anteriormente se describe la importancia del estudio de los balances entre las diferentes 
subpoblaciones Th activadas in vitro. En estudios in vivo, el análisis de los balances no sólo puede ser 
interesante por la cualidad heterogénica y plástica de los linfocitos Th, sino porque además en estos 
modelos no existen poblaciones Th aisladas, sino que todas las subpoblaciones pueden encontrarse 
actuando de forma conjunta. Por ello, evaluamos la función inmunomoduladora de VIP sobre los 
balances entre los diferentes subconjuntos en los ratones NOD. 
En primer lugar, caracterizamos la función de VIP sobre el balance Th17/Th1, observando que 
VIP es capaz de modular in vivo este balance favoreciendo la respuesta Th17 sobre la respuesta de tipo 
Th1 en los ratones diabéticos. Previo al análisis del efecto de VIP determinamos este balance en los 
ratones NOD, el cual no ha sido previamente descrito, encontrando que durante el desarrollo de la 
diabetes se produce una progresiva pérdida de la respuesta Th17 en favor de una respuesta de tipo 
Th1. Los resultados muestran que, en general, el ratio entre la expresión de los factores de 
transcripción de ambas subpoblaciones decrece en el páncreas y el bazo de los ratones NOD de forma 
progresiva desde el comienzo de la enfermedad. Igualmente, el ratio entre IL-23 e IL-12 decrece a 
partir de la semana 10 en el páncreas de los ratones NOD. Como se describe anteriormente, ambas 
subpoblaciones se han relacionado con el desarrollo de la T1D en los ratones NOD. No obstante, a 
pesar de la función descrita para las células Th17, algunos autores han propuesto que la conversión de 
las células Th17 en células con fenotipo Th1 está involucrada en el proceso patológico en la diabetes 
(Bending et al., 2009; Martin-Orozco et al., 2009). Estos trabajos muestran que las células Th17 generan 
diabetes únicamente si se convierten en células productoras de IFNγ. En este sentido, la disminución 
progresiva del ratio durante el progreso de la enfermedad podría reflejar la conversión de los 
linfocitos Th17 en células Th1 en los ratones NOD. Dado que tal conversión se asocia con la 
patogenicidad de las células Th, la posible modulación de VIP sobre el balance entre estas 
subpoblaciones podría constituir un mecanismo beneficioso en estos ratones. El análisis del efecto de 
VIP muestra que este neuropéptido es capaz de incrementar el ratio RORγt/T-bet en la semana 20 en 
el páncreas y a lo largo de todo el desarrollo de la enfermedad en el bazo, el ratio entre IL-17 e IFNγ en 
la semana 15 en el bazo, y el ratio entre IL-23 e IL-12 en las semanas 20 y 25 así como el balance entre 
los receptores de ambas citocinas en las semanas 10 y 15 de edad en el páncreas de los ratones NOD. 




relaciona con lo observado en los ratones sanos (Artículo 1). El efecto de VIP aumentando el ratio entre 
la subpoblación Th17 sobre el subconjunto Th1 podría reflejar una inhibición del proceso de 
conversión de los linfocitos Th17 en Th1. La realización de estudios de plasticidad sería muy 
interesante para esclarecer estas cuestiones, las cuales simplemente pueden ser apuntadas a partir de 
los datos de este trabajo. 
En segundo lugar caracterizamos el efecto de VIP sobre balance entre la subpoblación Treg y 
las células Th17 y advertimos que VIP promueve in vivo la función T reguladora sobre la función 
Th17 efectora en los ratones NOD. Los resultados indican la existencia de balances elevados entre la 
expresión de TGFβ e IL-6 en las semanas 20 y 25 en el páncreas, entre IL-27 e IL-23 en las semanas 10, 
15 y 25 en el páncreas, entre Foxp3/RORγt en la semana 25 y en la semana 15 en el páncreas y el bazo 
respectivamente, y entre IL-10 e IL-17 en la semana 10 en el páncreas de los ratones NOD. Teniendo en 
cuenta los ratios entre las citocinas inductoras y los factores de transcripción puede observarse que la 
promoción de la respuesta de tipo Treg sobre la de tipo Th17 se produce fundamentalmente en la 
semana 25, momento en el cual la diabetes manifiesta ya se ha producido. Es posible que esta 
promoción de la función Treg pueda constituir un mecanismo que intente frenar el avance del proceso 
destructivo pancreático, el cual sin embargo no consigue revertir el desarrollo de la diabetes. De hecho 
el balance entre las citocinas IL-10 e IL-17 disminuye a partir de la semana 10, lo que sugiere un 
descenso en la funcionalidad de las células Treg. A este respecto, un modulador que consiga 
promover esta función Treg sobre la función de tipo Th17 en los estadíos iniciales del desarrollo 
patológico podría dar lugar a un efecto beneficioso. En este sentido, en nuestro estudio el tratamiento 
de los ratones NOD con VIP consigue aumentar en el páncreas el ratio Foxp3/RORγt y TGFβ/IL-6 en 
las semanas 10, 15 y 25 y en el ratio entre los factores de transcripción en la semana 25 en el bazo de 
los ratones tratados con VIP. Además conduce a un incremento en el páncreas en el ratio IL-10/IL-17 
en la semana 20 y 25, por lo que a nivel funcional también se produce un aumento del balance 
Treg/Th17. En suma, en este trabajo se muestra por primera vez que in vivo VIP es capaz de modular 
positivamente el ratio Treg/Th17 en los ratones NOD. Este hallazgo se relaciona con lo anteriormente 
descrito en los ratones sanos (Artículo 1).  
Finalmente, evaluamos el efecto de VIP sobre el balance Th1/Th2 y observamos que este 
neuropéptido incrementa in vivo la función Th2 sobre la función Th1 en los ratones diabéticos. Los 
resultados muestran que el ratio entre los factores de transcripción de ambas subpoblaciones se 
encuentra más elevado en las semanas 10 y 15 y disminuye en las semanas 20 y 25 en los ratones NOD 
en el páncreas, mientras que en el bazo ocurre lo contrario. En relación a este balance se ha mostrado 
que el desarrollo de la enfermedad se asocia a un aumento de la función de tipo Th1 sumado a una 
diminución de la función Th2 (Huang et al., 1995; Berman et al., 1996; Koarada et al., 2002). El análisis 
de la función de VIP sobre estas células muestra en primer lugar que VIP disminuye la expresión 
pancreática de T-bet en las semanas 10, 15 y 25, y en la semana 25 en el bazo, similar a lo observado 
previamente (Rosignoli et al., 2006). Sobre la población Th2, VIP induce un aumento en la expresión 




et al., 2006). Sobre el ratio entre ambas subpoblaciones, VIP induce un descenso en el ratio entre los 
factores de transcripción en el bazo y el páncreas de los ratones NOD en las semanas 10, 15 y 25, 
indicando que VIP disminuye la función Th1 en favor de la función Th2 en los ratones NOD, lo cual se 
ha sugerido previamente (Rosignoli et al., 2006). 
En resumen, los resultados observados en los ratones NOD tratados con VIP amplían el 
conocimiento previo acerca del efecto beneficioso in vivo del péptido sobre ratones NOD, poniendo de 
manifiesto los mecanismos protectores de VIP en relación con las subpoblaciones Th. La capacidad 
para modular las diferentes subpoblaciones Th podría tener lugar también en pacientes diabéticos, por 
lo que nuestros hallazgos insinúan que este neuropéptido podría ser candidato idóneo para el 
tratamiento de pacientes con T1D. 
9. Efecto de VIP sobre los linfocitos Th17 procedentes de pacientes con artritis reumatoide 
La asociación entre la subpoblación Th17 y el desarrollo de patología en la AR se ha 
documentado ampliamente, tanto en modelos animales como en pacientes artríticos. La potencial 
capacidad de VIP para inhibir esta respuesta en individuos artríticos lo convierte en un posible agente 
terapéutico en el tratamiento de esta enfermedad. De hecho, aunque no se ha estudiado la función 
concreta de VIP sobre esta subpoblación en relación a la artritis, si se ha descrito su efecto beneficioso 
en numerosos trabajos. Tal efecto abarca la inhibición de la inflamación, la destrucción del cartílago, 
así como de la erosión del hueso. En modelos experimentales se ha demostrado que el tratamiento con 
VIP es capaz de retrasar el comienzo de la enfermedad, así como disminuir la incidencia y la 
severidad de la sintomatología (Delgado et al., 2001; Zafirova et al., 2004; Chen et al., 2008b; Delgado et 
al., 2008a; Deng et al., 2010). Sobre pacientes artríticos, estudios in vitro han mostrado múltiples efectos 
de VIP que involucran distintos tipos celulares. Específicamente, sobre linfocitos Th, se ha observado 
que VIP inhibe la respuesta de los linfocitos Th1, regula el equilibrio Th1/Th2 y promueve la 
respuesta de tipo Treg en artritis experimental (Delgado et al., 2001; Zafirova et al., 2004; Gonzalez-Rey 
et al., 2006b; Chen et al., 2008b; Delgado et al., 2008a; Deng et al., 2010). Además, sobre muestras 
procedentes de pacientes con AR también se ha descrito que regula el equilibrio entre las poblaciones 
Th1 y Th2 (Gutiérrez-Cañas et al., 2008). Teniendo en cuenta estos antecedentes, quisimos evaluar el 
efecto de VIP sobre la activación in vitro de linfocitos Th procedentes de pacientes con AR 
poniendo especial hincapié en la subpoblación Th17 (Artículo 2). Para llevar a cabo nuestro estudio 
seleccionamos pacientes con AR de reciente comienzo que aún no han recibido tratamiento, evitando 
así que la administración de los diversos tratamientos pueda interferir con nuestro estudio. Este hecho 
es muy importante dado que la interferencia con los distintos tratamientos, junto con las diferencias en 
la fase de la enfermedad de los pacientes empleados en los estudios, ha sido propuesta como una de 
las explicaciones en las numerosas discrepancias obtenidas en el estudio de las células Th17 en la AR.  
Primeramente testamos la presencia de linfocitos Th17 tras la activación in vitro y observamos 




mayor respuesta de tipo Th17 que las de los donantes sanos. Los resultados muestran un aumento del 
porcentaje de células que co-expresan RORC y CCR6 y un ligero incremento, aunque  no significativo, 
en el porcentaje de células que expresan RORC. En relación a la frecuencia de las células Th17 
procedentes de pacientes se han encontrado resultados contradictorios. Algunos investigadores 
observan un incremento en el porcentaje de estos linfocitos en sangre periférica de los pacientes con 
AR (Shen et al., 2009; Colin et al., 2010; Leipe et al., 2010; Chen et al., 2011c; van Hamburg et al., 2011; 
Zhang et al., 2011; Chen et al., 2012; Zhang et al., 2012a), mientras que otros no confirman este hallazgo 
(Jandus et al., 2008; Yamada et al., 2008; Arroyo-VIL-la et al., 2012; Henriques et al., 2013). Nuestros 
resultados apuntan sin embargo hacia un incremento en este porcentaje tras la activación de los 
linfocitos procedentes de sangre periférica. No obstante, se ha apuntado que la habilidad funcional de 
las células Th17 es más importante que su frecuencia en sangre periférica (Yamada et al., 2008; 
Henriques et al., 2013). En este sentido, en nuestro estudio se observa que las células Th de los 
pacientes artríticos muestran un incremento en la producción de IL-17, lo que apunta hacia un 
aumento de la respuesta Th17 en los pacientes. Este resultado se encuentra en consonancia con 
trabajos previamente publicados en los que se muestra un aumento de los niveles de IL-17 en el suero 
de los pacientes (Chen et al., 2011c; Chen et al., 2012), a pesar de que otros investigadores no 
encuentran diferencias o incluso observan una disminución de estos niveles (Leipe et al., 2010; Zhang 
et al., 2011; Arroyo-VIL-la et al., 2012; Zhang et al., 2012a). Aún más relacionado con nuestro estudio, 
tres trabajos muestran que tras la activación in vitro en condiciones no polarizantes de células Th 
procedentes de pacientes con AR temprana, se produce un aumento en los niveles de IL-17 en los 
sobrenadantes del cultivo (Colin et al., 2010; Leipe et al., 2010; van Hamburg et al., 2011). Por otra parte, 
en nuestro trabajo se observa también que las células Th activadas in vitro presentan un aumento en la 
expresión a nivel de mRNA de IL-17, RORC, RORA y STAT3, aunque la expresión de IL-23R es 
menor, comparado con las células de los donantes sanos. En concordancia con nuestros resultados, se 
ha publicado también un aumento en pacientes artríticos de la expresión génica de IL-17 (Kohno et al., 
2008; van Hamburg et al., 2011) y de RORC (Leipe et al., 2010; van Hamburg et al., 2011). En relación a 
la expresión de IL-23R dos trabajos han mostrado un aumento en los niveles de este receptor en los 
pacientes, pero en ninguno de los dos casos éste fue significativo (Shen et al., 2009; van Hamburg et al., 
2011). 
Conocida la respuesta mayoritaria de tipo Th17 en los pacientes, evaluamos la capacidad de VIP 
para modular dicha respuesta sobre el conjunto de células Th activadas in vitro y observamos que 
aparentemente VIP ejerce un efecto inhibidor sobre la misma. Previo al análisis del efecto del péptido, 
primeramente caracterizamos la expresión de VPAC1 y VPAC2 en estas células. Los resultados 
muestran que las células Th activadas in vitro procedentes de los pacientes presentan ambos 
receptores, siendo la expresión de VPAC1 mayor que la de VPAC2. La expresión de los receptores se 
ha observado previamente en las articulaciones de los ratones artríticos (Delgado et al., 2008b), así 
como en los FLS de pacientes con AR (Takeba et al., 1999; Juarranz et al., 2008). Además, se ha 




2008a). Sin embargo, éste es el primer trabajo que muestra la expresión de los receptores de VIP 
específicamente en linfocitos Th activados in vitro procedentes de pacientes con AR. Comparado con 
las células de los donantes sanos, las células procedentes de los pacientes muestran una menor 
expresión individual de ambos receptores. En este sentido, la disminución en la expresión de VPAC1 
en PBMCs activados procedentes de pacientes artríticos comparado con controles sanos se ha descrito 
previamente (Delgado et al., 2008b), por lo que nuestros resultados concuerdan con lo esperado. Sin 
embargo el ratio VPAC2/VPAC1 es mayor en los pacientes. Este dato indica que el patrón de 
expresión de los receptores es distinto en las células Th activadas in vitro procedentes de los pacientes 
comprado con los controles sanos. Una vez analizada la expresión de los receptores, caracterizamos la 
función de VIP en las células Th procedentes de los pacientes encontrando un efecto inhibidor sobre la 
respuesta de tipo Th17. La presencia del neuropéptido durante la activación in vitro conduce a una 
disminución en la expresión de IL-21 y STAT3. Aunque no son exclusivos de esta subpoblación, 
ambos marcadores se asocian a células Th17, de manera que su inhibición mediada por VIP parece 
indicar que el péptido ejerce un efecto inhibidor sobre estas células. En concordancia con este 
hallazgo, trabajos previos in vivo en el modelo experimental de artritis CIA han mostrado que la 
administración de VIP ejerce un efecto inhibidor sobre la respuesta Th17 en los ratones artríticos 
(Juarranz et al., 2005; Leceta et al., 2007; Deng et al., 2010). Por tanto, los resultados sugieren que en los 
pacientes con AR temprana, VIP exhibe un efecto inhibidor sobre la respuesta Th17 sobre el conjunto 
de linfocitos Th activados in vitro.   
El proceso de re-diferenciación linfoide se ha relacionado con el desarrollo de enfermedades 
inflamatorias y/o autoinmunes, aunque no está claro si ello contribuye a la patogénesis o a la 
resolución de la enfermedad. En este tipo de enfermedades, el proceso de polarización puede verse 
favorecido ya que la respuesta inflamatoria desencadenada genera la creación de un microambiente 
inflamatorio cargado de citocinas que pueden influir sobre el fenotipo de los linfocitos Th reclutados 
al lugar de la inflamación. En este sentido, el microambiente inflamatorio que se desencadena en las 
articulaciones inflamadas de los pacientes con AR, puede construir un microambiente inductor de la 
subpoblación Th17. Se ha descrito que el ambiente local de citocinas generado en las articulaciones 
inflamadas contiene niveles elevados de citocinas pro-inflamatorias como IL-1β, IL-6 e IL-23, las cuales 
promueven el desarrollo y la expansión de las células Th17 (Dong y Zhu, 2012). De manera que, es 
posible que bajo estas condiciones, el proceso de polarización hacia este subtipo celular se vea 
incrementado. En esta línea, la posibilidad de modular negativamente la adquisición de un fenotipo 
Th17 podría constituir un mecanismo beneficioso en el marco de la AR. Por ello, evaluamos el efecto 
de VIP en los pacientes artríticos sobre la polarización in vitro de las células memoria Th hacia el 
subtipo Th17 (Artículo 4). 
Primeramente analizamos el proceso de polarización in vitro de linfocitos memoria Th hacia la 
subpoblación Th17 partiendo de linfocitos procedentes de pacientes con AR, comparándolo con el 
caso de individuos sanos. Los resultados muestran que, bajo nuestras condiciones de experimentación, 




se observa un aumento en la producción de IL-17 e IL-21, mientras que los niveles de otras citocinas, 
como IL-22, GM-CSF o IL-10, no se modifican o disminuyen. Así mismo, se observa un aumento en la 
expresión de RORC, RORA e IL-23R (análisis comparado, Artículos 2 y 4). Comprado con los donantes 
sanos, las células memoria Th de pacientes artríticos presentan una mayor respuesta Th17. A esta 
conclusión se puede llegar gracias a que las células procedentes de los pacientes manifiestan un mayor 
porcentaje de células expresoras de RORC, las cuales además proliferan más, así como una mayor 
producción de IL-17 y una mayor expresión de RORC, RORA y STAT3. En este sentido, Leipe y 
colaboradores han publicado un estudio que, aunque diferente, muestra similitudes con nuestros 
hallazgos (Leipe et al., 2010). En su trabajo, los autores promueven la diferenciación de células naïve 
hacia Th17 en diferentes condiciones de cultivo y observan que, independientemente de las 
condiciones (solamente activación y activación junto con diferentes citocinas), las células de los 
pacientes presentan una mayor capacidad para diferenciarse hacia células Th17. Los autores sugieren 
que células de los pacientes muestran un potencial intrínseco anormal para diferenciarse hacia células 
Th17. Esta propuesta parece de acorde con los datos observados en nuestro estudio en células Th 
memoria. De manera que, el aumento en la respuesta Th17 encontrado en nuestro estudio podría ser 
debido a una mayor capacidad de polarización de los linfocitos Th hacia este subtipo. No obstante, la 
mayor presencia de células Th17 al inicio delo cultivo en los pacientes podría ser la causa de la mayor 
expansión de estas células. En este sentido, numerosas investigaciones han mostrado que los pacientes 
con AR presentan niveles elevados de células Th17 en sangre periférica (Shen et al., 2009; Colin et al., 
2010; Leipe et al., 2010; Chen et al., 2011c; van Hamburg et al., 2011; Zhang et al., 2011; Chen et al., 2012; 
Zhang et al., 2012a). Aun así, independientemente de la causa, la consecuencia final en nuestro estudio 
es que las células de los pacientes con AR, cuando las condiciones microambientales son favorables, 
presentan una mayor respuesta de tipo Th17.   
Conocida la presencia principal de las células Th17 en los pacientes, caracterizamos el efecto de 
VIP sobre la polarización in vitro de las células Th17 procedentes de pacientes, y observamos que 
aparentemente VIP promueve la respuesta Th17 en los pacientes con AR temprana. Para llevar a cabo 
nuestro objetivo, en primer lugar caracterizamos la expresión de los receptores de VIP encontrando 
que las células Th17 polarizadas in vitro presentan mayor expresión individual de VPAC1 y de VPAC2 
que las células activadas en condiciones no polarizantes, pero sin embargo el ratio VPAC2/VPAC1 es 
similar en ambos tipos de células (análisis comparado, Artículos 2 y 4). Cuando comparamos la 
expresión de los receptores en las células Th17 polarizadas in vitro en pacientes y en donantes sanos se 
observa que el ratio VPAC2/VPAC1 es mayor en las células procedentes de los pacientes. Este dato 
sugiere una presencia destacada de VPAC2 en el marco de la AR. En este sentido, a pesar de ser otro 
tipo celular, se ha descrito que los FLS procedentes de pacientes con AR presentan una mayor 
expresión de VPAC2 que de VPAC1 (Takeba et al., 1999; Juarranz et al., 2008), lo que podría estar 
relacionado con los hallazgos encontrados en este trabajo. Tras identificar la expresión de los 
receptores de VIP en las células procedentes de los pacientes, evaluamos el efecto del péptido sobre las 




Sin embargo, este efecto en la expresión de IL-17 no se traduce en un aumento de la producción de IL-
17, encontrándonos de nuevo con discrepancias entre la expresión de mRNA y los niveles de proteína 
de esta citocina. A este respecto, en el modelo experimental CIA se ha mostrado que la administración 
del péptido reduce los niveles proteicos de IL-17  y la expresión de RORγt (Juarranz et al., 2005; Deng 
et al., 2010). Nuestros resultados son contradictorios con los datos publicados en dicho trabajo. 
Diferentes causas podrían explicar estas discrepancias. En primer lugar, cabe mencionar que estos 
trabajos tienen lugar a partir de células murinas, en vez de linfocitos humanos procedentes de 
pacientes con AR. Respecto al trabajo de Deng y colaboradores, diferencias en la experimentación 
podrían estar involucradas ya que en su estudio se miden los niveles de IL-17 en cultivo procedentes 
de esplenocitos mononucleares totales en lugar de linfocitos Th periféricos y el análisis de la expresión 
del factor de transcripción se realiza sobre linfocitos T CD4 totales en vez de una población 
seleccionada y polarizada en cultivo in vitro. Por su parte, en el trabajo de Juarranz y colaboradores se 
muestra la expresión de IL-17 procedente de un homogeneizado de las articulaciones de ratones 
artríticos describiéndose por tanto el efecto general de VIP sobre la expresión de IL-17 en la 
articulación. A este respecto, cabe recordar que, además de las células Th17, otros tipos celulares son 
capaces de producir esta citocina, entre ellos los linfocitos Tγδ. En este sentido, previamente se ha 
publicado la implicación de las células Tγδ productoras de IL-17 en la patogenia de la AR en el 
modelo CIA (Roark et al., 2007). De manera que, podría ser compatible que VIP promueva 
específicamente el desarrollo de las células Th17, mientras que su efecto general sobre la expresión de 
la IL-17 sea inhibidor debido a una acción reguladora negativa sobre otros tipos celulares, como por 
ejemplo los linfocitos Tγδ.  
En la AR, los proceso de proliferación y migración linfoide son muy importantes en el 
desarrollo de la respuesta inflamatoria. El proceso proliferativo más destacado en la AR es la 
hiperplasia de los FLS. Sin embargo, la proliferación linfoide también es uno de los mecanismos 
involucrados en la inflamación que se produce en las articulaciones. En ellas se acumulan numerosas 
células inmunes procedentes de otras localizaciones anatómicas que se desplazan hasta la cavidad y la 
membrana sinoviales. Entre otras quimiocinas, en el sinovium se produce una gran producción de 
CCL20, lo que implica la migración de células que expresan CCR6 en su superficie (Matsui et al., 2001; 
Ruth et al., 2003; Tanida et al., 2009). Por tanto, la producción de CCL20 en el sinovium conduce a un 
reclutamiento elevado de linfocitos Th17 en la articulación (Hirota et al., 2007b; van Hamburg et al., 
2011). Una vez allí, las células Th17 favorecen aún más su propio reclutamiento ya que la IL-17 
estimula sobre los FLS la producción de CCL20 (Hirota et al., 2007a; van Hamburg et al., 2011). 
Teniendo en cuenta este “escenario” nos propusimos estudiar el efecto de VIP en los pacientes 
artríticos sobre la capacidad de proliferación y la capacidad potencial de migración de las células 
Th17 tras la activación in vitro de linfocitos memoria Th (Artículo 2) y tras la polarización in vitro de 
estas células hacia el subtipo Th17 (Artículo 4).  
En relación a la capacidad de proliferación de las células Th activadas in vitro, tal capacidad en 




aunque no significativamente. El porcentaje de proliferación es un 64% aproximadamente del total de 
células Th activadas in vitro, el cual no se ve modificado por la presencia de VIP. Por su parte, las 
células Th17 polarizadas in vitro de los pacientes presentan una mayor proliferación que las de los 
donantes sanos. Esta mayor proliferación en los pacientes comparado con los individuos sanos resulta 
esperable, puesto que esta subpoblación está fuertemente involucrada en la patogenia de la AR. El 
análisis de proliferación manifiesta que entorno al 60% de las células expresan RORC y Ki67, lo cual 
no se ve influido por la presencia del péptido.  
Referente a la potencial capacidad de migración, las células Th activadas in vitro procedentes de 
los pacientes con fenotipo Th17 muestran una mayor capacidad potencial para migrar en respuesta a 
CCL20. Estas células presentan aproximadamente un 25% de células dobles positivas para RORC y 
CCR6. Como se menciona anteriormente, comparado con los donantes sanos, este porcentaje es mayor 
en las células Th activadas procedentes de los pacientes. Este hallazgo concuerda con investigaciones 
realizadas previamente en las que se ha observado que los pacientes con artritis temprana presentan 
un aumento en el porcentaje de células productoras de IL-17 que son dobles positivas para CD45RO y 
CCR6 (van Hamburg et al., 2011). Sin embargo, algunos estudios no muestran diferencias entre 
individuos sanos y pacientes con AR en el porcentaje de células Th productoras de IL-17 que expresan 
CCR6 (Jandus et al., 2008; Shen et al., 2009). El aumento observado en nuestro estudio indica que la 
capacidad potencial de migración de las células Th de los pacientes es mayor, lo cual parece razonable 
teniendo en cuenta que la expresión de CCR6 les confiere la posibilidad de migrar a las articulaciones 
inflamadas donde se está produciendo CCL20. Este aumento en la expresión de CCR6 en los linfocitos 
Th puede ser por tanto una característica asociada a la AR. De hecho, siguiendo esta línea, van 
Hamburg y colaboradores proponen que CCR6 podría considerarse como un marcador biológico en el 
diagnóstico de la AR (van Hamburg et al., 2011). Este parámetro funcional no se ve afectado por la 
presencia del péptido durante la activación in vitro. Por su parte, las células Th17 polarizadas in vitro 
procedentes de los pacientes no muestran diferencias en su potencial respuesta a CCL20 comparado 
con las células de los donantes sanos. Aproximadamente un 30% de las células Th17 de los pacientes 
son dobles positivas para RORC y CCR6. Aunque este porcentaje es algo mayor en los pacientes 
artríticos que en los donantes sanos, no existen diferencias significativas entre ellos. En este sentido, 
estudios previos tampoco encuentran diferencias entre donantes sanos y pacientes artríticos en el 
porcentaje de células Th productoras de IL-17 que expresan CCR6 (Jandus et al., 2008; Shen et al., 
2009). El análisis del efecto de VIP sobre este parámetro funcional muestra, al igual que en el caso de 
los donantes sanos, un ligero incremento en el porcentaje de células dobles positivas para RORC y 
CCR6 de los pacientes artríticos, pero éste no es significativo.  
Como se describe anteriormente, la heterogeneidad fenotípica de las células Th17 está 
estrechamente relacionada con el desarrollo de la inflamación en diversas enfermedades de tipo 
inflamatorio y/o autoinmune. Concretamente en la AR, el microambiente inflamatorio generado en la 
articulación inflamada, en el que están presentes citocinas como IL-23 o IL-1β, puede promover el 




Th17 en el marco de una de estas enfermedades constituiría un posible mecanismo terapéutico. En 
base a ello, evaluamos el efecto de VIP en los pacientes artríticos sobre el fenotipo patogénico/no 
patogénico de las células Th tras la activación in vitro de linfocitos memoria Th (Artículo 2) y tras la 
polarización in vitro de estas células hacia el subtipo Th17 (Artículo 4).  
Primeramente analizamos el fenotipo patogénico/no patogénico de estas células y lo 
comparamos con el de las células de los donantes sanos. En relación a las células Th activadas in vitro 
observamos que las células procedentes de pacientes con AR presentan un fenotipo más patogénico 
que las de los donantes sanos ya que estas células producen mayores niveles de IFNγ y muestran una 
mayor expresión de IL-2 y T-bet. A pesar de que estos resultados sugieren la patogenicidad de estas 
células, tanto IFNγ como T-bet son marcadores característicos de la subpoblación Th1, por lo que estos 
resultados también pueden indicar un aumento en la funcionalidad de estas células en los pacientes 
artríticos. Por su parte, las células Th17 polarizadas in vitro procedentes de los pacientes muestran 
marcadores asociados a ambos fenotipos Th17 ya que presentan una producción aumentada de IL-9 y 
disminuida de GM-CSF e IL-10, a la vez que un incremento en la expresión de IL-9 e IL-2 y una 
disminución en la expresión de IL-22, IFNγ, T-bet e IL-10 respecto a las células Th activadas en 
condiciones no polarizantes (análisis comparado, Artículos 2 y 4). Comparado con las células 
polarizadas procedentes de individuos sanos, las células Th17 de los pacientes muestran un fenotipo 
más patogénico ya que presentan una mayor producción de IL-22 e IFNγ y un aumento en la 
expresión de IL-22 e IL-2. En relación a esta última, varios trabajos han descrito su implicación en el 
desarrollo patológico de la AR, proponiéndose incluso como una diana terapéutica para el tratamiento 
de los pacientes (Kozanidou et al., 2005). Paralelamente, IFNγ también se ha relacionado con el 
desarrollo de la enfermedad (Schurgers et al., 2011). En referencia a la IL-22 y su papel en la AR, se han 
descrito funciones protectoras y pro-inflamatorias. Algunos trabajos en modelos animales sugieren 
que la presencia de esta citocina se relaciona con una disminución de la incidencia y la severidad de la 
enfermedad (Geboes et al., 2009; Sarkar et al., 2013). Otros han propuesto una función dual 
dependiente de la fase de la enfermedad (Justa et al., 2014). Finalmente, diversos trabajos han 
manifestado su participación en el desarrollo de la AR (Geboes et al., 2009; Marijnissen et al., 2011). En 
pacientes se ha descrito que los niveles de IL-22 se encuentran elevados en el suero y en las 
articulaciones inflamadas (Ikeuchi et al., 2005; Leipe et al., 2011; Zhang et al., 2011; da Rocha et al., 2012; 
Zhang et al., 2012a; Zhao et al., 2013). Además, los niveles de IL-22 se han correlacionado con el grado 
de actividad de la enfermedad en los pacientes (Leipe et al., 2011; da Rocha et al., 2012). De manera 
que, los datos apuntan más hacia un efecto patológico. Por tanto, teniendo en cuenta la expresión de 
todas estas citocinas, las células Th17 de los pacientes presentan un fenotipo más patogénico que las 
de los donantes sanos.  
Puesto que las células Th activadas de los pacientes con AR muestran un fenotipo patogénico, la 
posibilidad de modular este fenotipo a través de VIP constituye un potencial mecanismo terapéutico 
en el tratamiento de la AR. En relación a las células Th activadas in vitro, VIP induce una disminución 




neuropéptido durante la activación conduce a una disminución en la producción de la IL-21, así como 
una reducción en la expresión de esta citocina y de IL-2. Referente a la IL-21, se ha propuesto un efecto 
dual, promotor e inhibidor, de la citocina en la patogénesis de la AR (Marijnissen et al., 2011). Sin 
embargo, la mayoría de los trabajos apuntan hacia su participación en el desarrollo de la enfermedad 
(Yuan et al., 2011). Aún más, en pacientes artríticos se ha descrito una expresión aumentada de esta 
citocina tanto en la articulación como en sangre periférica (Niu et al., 2010; Rasmussen et al., 2010; 
Kwok et al., 2012). Además, los niveles de esta citocina se han correlacionado con una mayor 
progresión de la enfermedad (Rasmussen et al., 2010; Gottenberg et al., 2012; Sglunda et al., 2014). De 
manera que la inhibición mediada por VIP sobre esta citocina implica una disminución del potencial 
para causar patología de las células Th de los pacientes. Por su parte, respecto a las células Th17 
polarizadas in vitro, VIP puede modular negativamente el fenotipo patogénico de estas células 
procedentes de los pacientes con AR de reciente comienzo. La presencia del péptido durante la 
polarización de las células Th de pacientes induce una disminución de la producción de IL-22. Dado 
que la IL-22 se ha relacionado con la patogenicidad de las células Th17, así como con el desarrollo de 
la AR, la inhibición mediada por VIP sobre la producción de esta citocina indica que el neuropéptido 
es capaz de modular negativamente el fenotipo patogénico de las células Th17 de los pacientes. 
Apoyando esta idea, los niveles de IL-9 e IL-10 aumentan en presencia del péptido, aunque no de 
forma estadísticamente significativa. 
En ambos casos, el efecto de VIP observado parece algo menor que en las células procedentes de 
donantes sanos. Dado que VIP actúa sobre las células Th a través de VPAC1 y VPAC2, este menor 
efecto observado en los pacientes puede estar relacionado con la menor expresión de los mismos 
respecto a los donantes sanos. En este sentido, se ha descrito que en los PBMCs procedentes de 
pacientes, los cuales presentan menor expresión de VPAC1, los niveles de cAMP producidos en 
respuesta a VIP son significativamente más bajos que los de los individuos sanos (Delgado et al., 
2008b). Paralelo a nuestros datos, estos autores también observan un efecto inhibidor fuerte sobre la 
producción de citocinas inflamatorias en los PBMCs procedentes de donantes sanos, mientras que el 
efecto en los PBMCs de los pacientes es moderado (Delgado et al., 2008b). Otra posible explicación 
surge a partir del cambio de patrón de expresión de los receptores entre los donantes sanos y los 
pacientes. Aunque las vías de señalización de ambos receptores presentan muchas similitudes, existen 
algunas diferencias entre la señalización activada por VPAC1 y VPAC2. De manera que, el aumento en 
la expresión de VPAC2 sobre VPAC1 aún mayor en los pacientes que en los donantes sanos, podría 
tener consecuencias a nivel de señalización intracelular que se tradujeran en el menor efecto 
observado para el péptido. En esta línea, previamente se ha sugerido que la diferencias en la expresión 
de ambos receptores en términos cualitativos y cuantitativos pueden estar fuertemente relacionados 
con las diferencias observadas en el efecto de VIP en relación con las enfermedades inflamatorias 
(Yadav y Goetzl, 2008). Por otro lado, también es posible que éste menor efecto observado sea 
consecuencia de las diferencias intrínsecas entre las células de los donantes sanos y las de los 




efecto final ejercido por el péptido sobre un tipo celular que de partida está más comprometido con un 
fenotipo patogénico. Relacionado con nuestra propuesta, Leipe y colaboradores observan que las 
células Th17 de los pacientes con AR son más refractarias a la acción inhibidora de citocinas que de 
forma endógena inhiben su desarrollo que las células de los donantes sanos (Leipe et al., 2010).  
Sobre las células Th17, numerosas publicaciones han establecido una relación entre el perfil de 
tipo Th1 y el desarrollo de patología causada por estas células. Concretamente, se ha descrito que la 
expresión de T-bet así como la adquisición de la capacidad de producir IFNγ en las células Th17 es un 
factor crucial para el desarrollo de inflamación severa en varias patologías. Las células con fenotipo 
Th17/1 se han encontrado asociadas a enfermedad inflamatoria crónica, sugiriendo el carácter 
patogénico de estas células. Entre las diferentes enfermedades que cursan con inflamación crónica, la 
existencia de la transición de células Th17 hacía células Th1 y/o la presencia de células Th17/1 se ha 
relacionado con el desarrollo patológico en patologías tales como la enfermedad de Crohn 
(Annunziato et al., 2007; Lee et al., 2009), la diabetes autoinmune (Bending et al., 2009; Martin-Orozco et 
al., 2009) o la esclerosis múltiple (Abromson-Leeman et al., 2009; Kruschus et al., 2010;  Hirota et al., 
2011; Duhen et al., 2013). Así mismo, se ha descrito la presencia de células que co-expresan IFNγ e IL-
17 en pacientes con AR (Yamada et al., 2008; Colin et al., 2010; van Hamburg et al., 2011; Arroyo-VIL-la 
et al., 2012). En esta patología es posible que la adquisición de un perfil Th17/1 se vea incrementada 
dado que en el microambiente inflamatorio pueden estar presentes citocinas que promueven este 
proceso. De hecho la posibilidad de que exista un aumento en la conversión de las células Th17 hacia 
Th1 en la articulación ya ha sido sugerida previamente (Nistala et al., 2010). Por otra parte, se ha 
propuesto que este fenómeno de plasticidad puede estar relacionado con el fallo de las terapias 
dirigidas frente a la IL-17 en los pacientes artríticos (Benedetti y Miossec, 2014), lo que subraya la 
importancia de estudiar la adquisición de un perfil Th17/1 en los pacientes. Dada la relación entre el 
perfil Th17/1 y la patología observada en estos estudios, ha sido propuesto que moléculas capaces de 
bloquear este proceso de re-diferenciación podrían constituir una nueva estrategia terapéutica útil en 
numerosas patologías inflamatorias y/o autoinmunes (Cosmi et al., 2014). En este sentido, la 
inhibición mediada por VIP puede constituir un mecanismo de control sobre este proceso que resulte 
en un efecto beneficioso en estas patologías. Por ello, evaluamos el efecto de VIP en los pacientes 
artríticos sobre el perfil Th17/1 de las células Th tras la activación in vitro de linfocitos memoria Th 
(Artículo 2) y tras la polarización in vitro de estas células hacia el subtipo Th17 (Artículo 4). 
En el caso de las células Th activadas in vitro, antes de testar el efecto de VIP evaluamos la 
población que resulta mayoritaria tras la activación in vitro de las células Th testando la presencia de 
linfocitos Th17 y Th1. Observamos que tras la activación las células Th de los pacientes artríticos 
muestran una mayor presencia de células Th17 que células Th1, así como una mayor proliferación en 
las primeras respecto a las segundas. Estos resultados concuerdan con los hallazgos anteriormente 
publicados, ya que varias investigaciones apuntan hacia un aumento de la respuesta de tipo Th17 
sobre la de tipo Th1 en los pacientes (Shen et al., 2009; van Hamburg et al., 2011). No obstante, ambas 




Inicialmente se ha destacado la función de las células Th1, productoras de IFNγ (MIL-tenburg et al., 
1992; Schlaak et al., 1992; Quayle et al., 1993; Simon et al., 1993; Dolhain et al., 1996). Sin embargo, la 
existencia de resultados contradictorios (Manoury-Schwart et al., 1997; Vermeire et al., 1997; Chu et al., 
2003; Irmler et al., 2007; Hickman-Brecks et al., 2011), así como el descubrimiento de la IL-23 y su 
implicación en el desarrollo de CIA (Oppmann et al., 2000; Murphy et al., 2003; Ratsimandresy et al., 
2011), han llevado a considerar la implicación de las células Th17 en el proceso patológico. Los 
estudios realizados desde entonces han permitido concluir que esta subpoblación linfoide participa 
activamente en el desarrollo de esta enfermedad (Nakae et al., 2003b; Lubberts et al., 2004; Irmler et al., 
2007; Kelchtermans et al., 2009a; Sarkar et al., 2009; Dong et al., 2012; Park et al., 2012). Ambos tipos 
celulares, Th1 y Th17, se encuentran asociados a la AR, hasta tal punto que permanece en debate cuál 
de las dos poblaciones está implicada mayoritariamente en el desarrollo de la enfermedad. Dada la 
presencia de células fenotipo intermedio se ha sugerido que las células Th17 estarían involucradas en 
la AR en un estado temprano de la enfermedad y gradualmente se convertirían a Th17/1, para ser 
finalmente re-emplazadas por las células Th1 durante el progreso de la AR (Kato et al., 2013). Sin 
embargo, en artritis experimental un trabajo ha propuesto que las células Th1 se encuentran 
mayormente implicadas en fases tempranas y las Th17 en fases más tardías (Lamacchia et al., 2010). 
Además, fundamentalmente en modelos animales se ha establecido la implicación de las células Th17 
no sólo en el comienzo sino durante las diferentes fases de la enfermedad. Por tanto, este debate 
permanece abierto. Por ello, es importante seguir investigando acerca de la implicación de ambas 
subpoblaciones en la AR, con objeto de definir la estrategia terapéutica adecuada (anti-IL-17 o anti-
IFNγ) en cada fase de la enfermedad. Teniendo en cuenta los resultados de nuestro trabajo, en el 
marco del debate sobre la implicación mayoritaria de una u otra subpoblación, nuestros resultados 
sugieren que las células Th17 presentan una función mayoritaria en pacientes con AR de reciente 
comienzo. Aunque varios trabajos similares ya han apuntado esta función mayoritaria, generalmente 
las investigaciones se llevan a cabo sobre células recién aisladas procedentes de la sangre de los 
pacientes. En nuestro estudio, al causar la activación linfoide simulamos la respuesta que se 
desencadenaría en estos pacientes durante la fase activa de la enfermedad en su comienzo, ya que son 
pacientes recién diagnosticados. Con todo, nuestro trabajo corrobora los datos anteriormente 
publicados y aporta nuevos matices sobre la implicación principal de las células Th17 en la AR.  
Comparado con las células de los donantes sanos, las células Th activadas in vitro procedentes 
de pacientes con AR presentan un perfil funcional más asociado a Th1. En primer lugar, observamos 
que las células procedentes de los pacientes artríticos muestran una disminución en el porcentaje de 
células T-bet positivas. En este sentido, aunque algunos investigadores no encuentran diferencias en el 
porcentaje de células Th1 en AR (Yamada et al., 2008; Leipe et al., 2010; Zhan et al., 2011; Arroyo-VIL-la 
et al., 2012), varios trabajos muestran una frecuencia disminuida de las células Th productoras de IFNγ 
en sangre periférica de pacientes artríticos comparado con controles sanos (Henriques et al., 2013). En 
nuestro estudio se observa que la disminución del porcentaje de células que expresan T-bet se debe a 




células T-bet+/RORC- o T-bet-/RORC+ no varían entre unos y otros. A este respecto, por una parte se 
ha mostrado un aumento en el porcentaje de células Th17/1 (Zhang et al., 2012a). Por otra parte, 
algunos investigadores observan que no existen diferencias en el porcentaje de células IFNγ+/IL-17+ 
en sangre periférica de los pacientes en comparación con donantes sanos (Yamada et al., 2008; Leipe et 
al., 2010; Henriques et al., 2013). Finalmente, paralelo a nuestro estudio, otros autores han encontrado 
una frecuencia baja de células Th17/1 en sangre periférica de pacientes con AR temprana y artritis 
juvenil idiopática (Nistala et al., 2010; Arroyo-VIL-la et al., 2012). La conclusión que podría obtenerse 
de nuestros resultados es que existe una menor respuesta de tipo Th1 en los pacientes artríticos. Sin 
embargo, los análisis de expresión de mRNA y de producción de citocinas por las células Th activadas 
in vitro procedentes de los pacientes indican lo contrario ya que las células procedentes de los 
pacientes presentan una mayor producción de IFNγ, así como una mayor expresión de T-bet. La 
discrepancia entre unos análisis y otros puede ser explicada ya que, de alguna manera, un resultado 
no invalida el otro. Es posible que, aunque el porcentaje total de células que expresan T-bet sea menor 
en los pacientes, estas células presenten una mayor expresión de T-bet. Sería necesario realizar más 
estudios para corroborar esta hipótesis. No obstante, a pesar de la discrepancia en la expresión de este 
factor de transcripción, es importante destacar que a nivel funcional existe un aumento en la 
producción de IFNγ.  
En relación a las células Th17 polarizadas in vitro, se observa una expresión reducida de IFNγ y 
T-bet comparado con las células procedentes de pacientes activadas en condiciones no polarizantes 
(análisis comparado, Artículos 2 y 4). Sin embargo, comparado con las células procedentes de donantes 
sanos las células Th17 polarizadas de los pacientes muestran una mayor asociación con el fenotipo 
Th1, ya que presentan una mayor producción de IFNγ, un mayor ratio entre la producción de IFNγ e 
IL-17, y un aumento en la expresión de T-bet. Estos resultados concuerdan con lo esperado ya que se 
ha publicado la existencia de células co-expresoras de IFNγ e IL-17 en pacientes con AR de reciente 
comienzo (Colin et al., 2010; van Hamburg et al., 2011; Arroyo-VIL-la et al., 2012), lo que sugiere la 
existencia de este proceso de conversión en los pacientes. En la artritis juvenil idiopática el fenómeno 
de plasticidad de las células Th17 hacia Th1 se ha relacionado con el desarrollo patológico de la 
enfermedad (Nistala et al., 2010; Cosmi et al., 2011; Maggi et al., 2012). En base a ello, es esperable que 
en nuestro estudio el fenotipo Th17/1 que muestran las células de los pacientes sea un indicativo de 
una mayor patogenicidad en dichas células con respecto a los donantes sanos.   
Conocido el perfil Th17/1 de las células de los pacientes evaluamos su posible modulación por 
VIP. Respecto a las células Th activadas in vitro, no encontramos ningún efecto significativo del 
péptido en los pacientes con AR. Mientras que en el caso de las células Th17 polarizadas in vitro, los 
resultados sugieren que VIP puede disminuir el perfil Th17/1 en las células de los pacientes. Los 
resultados muestran que, al igual que en el caso de donantes sanos, la correlación entre T-bet y RORC, 
ausente en las células Th17 polarizadas sin VIP, es negativa cuando la polarización ocurre en 




En general, los resultados previos indican que las células Th de los pacientes muestran un perfil 
Th17 patogénico así como un perfil Th17/1, sobre los cuales mayoritariamente VIP muestra un efecto 
inhibidor. La posibilidad de que VIP además de inhibir estos perfiles promueva la adquisición de un 
perfil regulador en estas células podría constituir otro mecanismo inmunomodulador evitando el 
desarrollo de patología. Por ello, caracterizamos el efecto de VIP en los pacientes con AR sobre la 
expresión de los marcadores de Treg y Th17 en las células Th17 polarizadas in vitro (Artículo 4). Los 
datos de nuestro estudio sugieren que VIP puede promover el perfil regulador de las células Th17 
polarizadas in vitro en pacientes con AR de reciente comienzo.  En primer lugar, observamos que en 
los pacientes artríticos, tras el proceso de polarización las células presentan un aumento en la 
expresión de Foxp3, pero sin embargo la expresión de IL-10 está disminuida en comparación con las 
activadas en condiciones no polarizantes (análisis comparado, Artículos 2 y 4). Comparado con las 
células procedentes de donantes sanos las células Th17 polarizadas de los pacientes muestran una 
mayor expresión de Foxp3, pero sin embargo el ratio IL-10/IL-17 es menor, lo que sugiere que la 
función reguladora en los pacientes está desregulada. Este aumento en la expresión de Foxp3 en las 
células procedentes de los pacientes resulta llamativo. Sin embargo, ha sido documentado 
previamente un aumento de Foxp3 en las células procedentes de sangre periférica de los pacientes 
(Monte et al., 2008). Así mismo, se ha sugerido que la función de estas células en la AR está 
desregulada, mostrándose una capacidad de supresión disminuida (Ehrenstein et al., 2004; Valencia et 
al., 2006). Por otra parte, los resultados obtenidos en el cultivo en presencia de VIP muestran que este 
neuropéptido induce un aumento en la expresión de Foxp3, incrementa el ratio IL-10/IL-17 y 
promueve la aparición de correlación positiva entre la expresión de Foxp3 y RORC en las células Th17 
polarizadas de los pacientes con AR. En este sentido se ha publicado previamente que VIP previene de 
la disminución de la expresión de Foxp3 en artritis experimental (Chen et al., 2008b), lo cual se 
encuentra relacionado con nuestros resultados.  
En resumen, los resultados observados a partir de las células Th de los pacientes artríticos 
muestran que VIP inhibe la respuesta Th17 sobre el conjunto de las células Th, así como su fenotipo 
patogénico y su perfil Th17/1. Este efecto inhibidor sobre la respuesta Th17 ejercido por VIP in vitro 
podría producirse in vivo. El péptido endógeno es potencialmente capaz de modular los procesos 
inflamatorios desencadenados durante el desarrollo de la AR ya que puede ser producido por células 
inmunes de la articulación y además existe inervación VIPérgica en las articulaciones (Niissalo et al., 
2002). Algunos trabajos han mostrado niveles aumentados de VIP en el suero y en las articulaciones 
de los ratones y pacientes artríticos, lo que reflejaría un intento de regulación del proceso inflamatorio 
(Delgado et al., 2002a; Buljevic et al., 2013). Sin embargo, la presencia del péptido endógeno por sí sola 
no evita la aparición de la patología. En este sentido, recientemente se ha observado que los niveles de 
VIP en el suero de los pacientes tienden a ser menores que en los controles y, aún más, los pacientes 
que muestran niveles más bajos se corresponden con un peor pronóstico (Martinez et al., 2014). Es 




vivo la regulación mediada por este péptido, incluyendo la modulación de la respuesta linfoide de tipo 
Th17.   
Los estudios mostrados en la presente Tesis Doctoral se realizan, a excepción del trabajo sobre 
los ratones NOD, a través de experimentos in vitro. No obstante, es interesante interrogarse sobre la 
posibilidad de que los efectos observados puedan tener lugar en el organismo in vivo, donde VIP es 
sintetizado de forma endógena. Sobre las células Th17, VIP promueve la diferenciación de esta 
subpoblación. Puesto que esta subpoblación linfoide se ha relacionado con el desarrollo de patología, 
cabría preguntarse si es lógico este péptido anti-inflamatorio promueva la diferenciación de una 
subpoblación linfoide que ha sido frecuentemente caracterizada como pro-inflamatoria. En este 
sentido, es preciso recordar que, las células Th17 muestran una función clave en la defensa frente a 
varios patógenos. En condiciones fisiológicas estas células se localizan en las mucosas, especialmente 
en la lámina propia del intestino delgado, donde desarrollan su fucnión. Cabe recordar también que 
VIP es un neuropéptido endógeno que, entre otras localizaciones, se encuentra en el tracto 
gastrointestinal. De manera que, el efecto inductor de VIP sobre la generación y expansión de las 
células Th17, el cual podría tener lugar in vivo, puede mostrar una función fisiológica final beneficiosa 
a través de la inducción de la respuesta del huésped en la defensa frente a diversos patógenos. 
La diversidad de patógenos sobre los cuales ejercen su acción las células Th17 se ha relacionado 
con la función fisiológica de su heterogeneidad fenotípica. Aunque tal función no se conoce, a grandes 
rasgos, se han postulado dos posibilidades acerca de la misma. Una de ellas es que la heterogeneidad 
funcional de estas células se vea influenciada por el tipo de patógeno que induce la activación linfoide. 
En este sentido, se ha observado que las células Th17 inducidas en presencia de Candida albicans co-
expresan IL-17 e IFNγ, mientras que las inducidas durante la infección causada por Staphylococcus 
auresus co-expresan IL-17 e IL-10 (Zielinski et al., 2012). De forma similar, la defensa frente a la 
infección por causada por Citrobacter rodentium requiere de IL-23 e IL-22 (Mangan et al., 2006; Zheng et 
al., 2008), ambas citocinas mayoritariamente asociadas a células Th17 patogénicas. De manera que, 
diferentes patógenos podrían inducir un fenotipo u otro. Así, la heterogeneidad funcional de las 
células Th17 puede conferir al huésped protección frente a diversos microrganismos. Otra posibilidad 
es que la heterogeneidad de estas células se vea influenciada por el sitio y las circunstancias 
microambientales presentes durante la activación. De este modo, en un ambiente con un alto 
contenido en TGFβ, como el existente en las mucosas, se induce el desarrollo de células Th17 con 
fenotipo no patogénico. Este fenotipo no patogénico de las células Th17 localizadas en las mucosas es 
suficiente y necesario para la defensa del huésped, pero muestra un limitado potencial patogénico 
(Kuchroo y Awasthi, 2012). Contrariamente, en condiciones de inflamación, la presencia de citocinas 
pro-inflamatorias induciría el desarrollo de células Th17 patogénicas. De manera que, la 
heterogeneidad fenotípica de estas células permite al SI una mayor flexibilidad de respuesta en 
relación a diferentes patógenos, localizaciones anatómicas o situaciones, lo que puede dar lugar a una 
mayor eficacia en la defensa del huésped. En este sentido, la capacidad de VIP para modular el 




el tracto gastrointestinal, donde parece que se promueve el fenotipo no patogénico de estas células, la 
secreción endógena de este neuropéptido podría promover aún más este fenotipo. Por tanto, el efecto 
fisiológico final puede ser la promoción de la respuesta defensiva del huésped, contribuyendo en el 
aumento de la eficacia del SI en la protección frente a los patógenos.  
Similar al proceso de diferenciación, VIP también promueve la polarización de las células 
memoria Th hacia el fenotipo Th17. Varios investigadores han sugerido que la re-diferenciación de los 
linfocitos Th ya diferenciados hacia otras subpoblaciones puede suponer un beneficio sobre la 
capacidad del SI de responder frente a las infecciones (O´Shea y Paul, 2010; Wan, 2010; Oestreich y 
Weinmann, 2012b; Coomes et al., 2013). Este proceso podría facilitar una respuesta Th flexible cuando 
las condiciones microambientales cambian, mejorando así la estrategia del huésped. De tal modo que, 
en la presencia de un patógeno que requiera de una respuesta Th17 para su aclaramiento, la aparición 
en el microambiente de las citocinas adecuadas, puede inducir a otros linfocitos, sin capacidad para 
eliminar el patógeno, a re-diferenciarse hacia Th17 y bloquear así la infección. Siguiendo esta lógica, la 
función promotora de VIP sobre este proceso de polarización cuando las condiciones ambientales 
dirigen la respuesta hacia la subpoblación Th17, puede suponer un efecto beneficioso que aumente 
aún más la eficacia del huésped en la defensa frente a diversos microorganismos. Sin embargo, 
también se ha considerado que el proceso de polarización o re-diferenciación de los linfocitos Th se 
puede relacionar con la patología asociada a la infección (Coomes et al. 2013). Así, aunque la 
capacidad de las células Th17 de re-diferenciarse hacia células Th1 podría constituir un mecanismo de 
defensa del huésped para controlar por ejemplo una infecciona causada por un patógeno intracelular, 
más bien se ha relacionado con el desarrollo inflamatorio en varias patologías. Dada la relación 
mostrada entre la adquisición de un perfil de tipo Th1 en las células Th17 y la patología, ha sido 
propuesto que moléculas capaces de bloquear este proceso de re-diferenciación podrían constituir una 
nueva estrategia terapéutica útil en numerosas patologías inflamatorias y/o autoinmunes (Cosmi et 
al., 2014). En este sentido, la inhibición mediada por VIP sobre la expresión de marcadores de tipo Th1 
en las células Th17 observada in vitro, podría constituir un mecanismo inmunomodulador del péptido 
in vivo evitando el desarrollo de una respuesta pro-inflamatoria causante de patología de tipo 
inflamatorio y/o autoinmune.  
En relación a este tipo de patologías, los resultados observados indican que la administración 
del péptido podría dar lugar a un efecto final beneficioso en ambas patologías. Tal efecto podría ser 
extrapolable también a otras enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes en las que las células Th17 
presentan una función destacada. No obstante, es necesario resaltar, que la función 
inmunomoduladora de VIP es muy  amplia y abarca numerosos tipos celulares. De manera que, sin 
restarle importancia, es preciso hacer constar que los efectos mediados por VIP sobre la respuesta 
Th17 constituirían uno de los posibles mecanismos terapéuticos ejercidos por el péptido sobre estas 
enfermedades. Esta capacidad de VIP para modular un amplio espectro de funciones le ofrece una 
ventaja terapéutica frente al empleo de fármacos de acción específica, como anticuerpos neutralizantes 




péptido son generalizados y casi ubicuos, dada la extensa distribución de sus receptores. Por tanto, la 
acción terapéutica puede ser mayor, abarcando diversos aspectos de la enfermedad. No obstante, la 
capacidad de modular varios tipos celulares puede resultar desventajoso si se requiere de una 
estrategia terapéutica muy concreta, puesto que se podrían encontrar efectos inespecíficos no 
deseados. Sin embargo, el posible uso clínico de VIP presenta otra ventaja puesto que se trata de un 
compuesto endógeno. En contraste con los fármacos anti-inflamatorios, el uso terapéutico de VIP no 
debería dar lugar a efectos secundarios graves, dado que es un componente fisiológico no tóxico, que 
rápidamente es metabolizado. Con todo, esta característica deseada se convierte también en un 
problema debido a la gran inestabilidad del péptido y su limitada biodisponibilidad. Para solventar 
este problema se han desarrollado diversas estrategias terapéuticas. A pesar de tales esfuerzos, aún es 
necesario realizar más estudios con objeto de poder aplicar el péptido en el tratamiento de estas 
patologías. A este respecto, nuestros estudios no se realizan en el ámbito puramente clínico. Sin 
embargo, consideramos que presentan relevancia clínica ya que contribuyen a establecer la base 
biológica sobre la cual pueden desarrollarse nuevas estrategias terapéuticas que finalmente conduzcan 

























Las conclusiones de la presente Tesis Doctoral son:  
1. Los receptores VPAC1 y VPAC2 se expresan en los linfocitos Th humanos tras su activación in 
vitro y tras su diferenciación y polarización in vitro hacia el subtipo Th17.  
2. Las células Th17 diferenciadas y las células Th17 polarizadas in vitro muestran un cambio en el 
patrón de expresión de los receptores de VIP que se traduce en un aumento del ratio 
VPAC2/VPAC1.  
3. En los pacientes con AR temprana, los receptores VPAC1 y VPAC2 se expresan en los linfocitos 
memoria Th activados y polarizados a Th17 in vitro, mostrando una mayor expresión de ambos 
receptores en las células Th activadas y un aumento del ratio VPAC2/VPAC1 en las células Th17 
polarizadas con respecto a las células de los donantes sanos.  
4. VIP modula de forma diferencial las distintas subpoblaciones de células Th activadas in vitro 
procedentes de ratones Balb/c, inhibiendo las respuestas Th17 y Th1 y promoviendo la respuesta 
T reguladora 
5. VIP modula los balances entre las subpoblaciones de células Th activadas in vitro procedentes de 
ratones Balb/c, aumentando los balances Th17/Th1, Th2/Th9, Treg/Th17 y Treg/Th1 y 
disminuyendo el balance Th1/Th2. 
6. VIP inhibe la respuesta Th17, el fenotipo patogénico y el perfil Th17/1 del conjunto de linfocitos 
memoria Th humanos activados in vitro procedentes de donantes sanos.  
7. VIP induce la diferenciación in vitro de las células Th17 humanas. Así mismo, VIP promueve su 
capacidad de proliferación e inhibe la adquisición de un perfil Th17/1 en dichas células. 
8. VIP promueve la polarización in vitro de las células Th17 humanas a partir de linfocitos memoria 
Th humanos procedentes de donantes sanos. Además, aumenta su fenotipo no patogénico y 
favorece el perfil relacionado con una respuesta T reguladora a la vez que inhibe el perfil Th17/1.  
9. En el modelo experimental de diabetes autoinmune NOD, VIP inhibe la respuesta Th17 a la vez 
que promueve la respuesta Treg. Así mismo, este neuropéptido modula los balances entre las 
diferentes subpoblaciones Th, aumentando los balances Th17/Th1 y Treg/Th17 y disminuyendo 
el balance Th1/Th2 
10. Las células Th activadas y Th17 polarizadas in vitro procedentes de pacientes con AR temprana 
muestran una mayor respuesta de tipo Th17, un mayor fenotipo patogénico y un mayor perfil 
Th17/1 que las células de los donantes sanos.  
11. En los pacientes con AR temprana, VIP ejerce un efecto inhibidor sobre la respuesta Th17 y el 
perfil patogénico del conjunto de linfocitos memoria Th activados in vitro.  
12. En los pacientes con AR temprana, VIP promueve la respuesta Th17 de los linfocitos memoria Th 
tras su polarización in vitro. Además, inhibe su fenotipo patogénico y su perfil Th17/1, y aumenta 
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Effect of Vasoactive intestinal peptide on Th17 lymphocytes and its relationship to other Th 
subpopulations: involvement in autoimmune/inflammatory diseases 
T helper (Th) cells have been classified into different functional subsets, each characterized by 
its specific cytokine pattern and effector function. Although there are four major lineages, referred as 
Th1, Th2, Th17 and induced T-regulatory (iTreg) cells, other Th lineages could be regarded as T 
follicular helper (Tfh), Th9 or Th22 subsets. Classically, it has been considered that each subset was 
terminally differentiated, however recent evidences suggest that under certain conditions, seemingly 
committed Th cells possess plasticity and may convert into other types of effector cells. This new 
concept suggests that analyses of relationships between different subsets are more important.  
Th17 cells are considered a major link between innate and adaptive immune responses, having 
a critical role in normal host defence. Th17 cells are able to clear pathogens that are less efficiently 
resolved by Th1 or Th2. The cytokine signature profile of Th17 cells is formed by several cytokines 
such as interleukin (IL)-17A, IL-17F, IL- 21, and IL-22. Th17 cells are also characterized by the 
expression of chemokine receptors such as CCR6 and cytokine receptors such as IL-23R and IL-21R. 
Moreover, Th17 cells can secrete at lower levels interferon gamma (IFN-γ), IL- 10, IL-9, IL-2, and other 
cytokines. The final effector functions of Th17 cells depend on the specific combination of the 
cytokines produced. Increasing evidence points to phenotypic heterogeneity of these cells. It has been 
suggested that Th17 cells may exhibit a pathogenic or non-pathogenic phenotype according to their 
cytokine secretion profile. Pathogenic Th17 cells secrete IL-17, IL-21, IL-22, IL-2, IFNγ and GM-CSF 
and non-pathogenic Th17 cells secrete IL-17, IL-21, IL-9 and IL-10. Moreover, epigenetic studies have 
shown that the Th17 subset is a less committed lineage when compared to Th1 and Th2 cells. Th17 
cells are reported to exhibit a high degree of phenotypic instability and plasticity, which enable them 
to acquire other Th phenotype. Mostly, it has been described that Th17 cells are susceptible to change 
into Th1 subset. This conversion has been related to pathogenic function of these cells.   
Th17 cells have also been associated with diverse autoimmune diseases, such as Type 1 diabetes 
(T1D) or Rheumatoid arthritis (RA). T1D is an autoimmune disease that results from the destruction of 
pancreatic insulin-producing β-cells. The autoimmune response is believed to be due to a breakdown 
of immunological tolerance, resulting in a lack of immunoregulation of autoreactive diabetogenic T 
cells. The nonobese diabetic (NOD) mouse is a strain that is genetically prone to develop different, 
organspecific, autoimmune diseases. It has been a very useful model for studying the mechanisms 
involved in the initiation and propagation of T1D, and specifically the Th role in the development of 
the disease. The Th1 subset is thought to be a crucial player in T1D. However, it is believed that Th17 
cells orchestrate inflammation and immunity in several autoimmune diseases. It has recently been 
found that progression from insulitis to diabetes correlates with the expression of IL-17 in the 
pancreas, suggesting that Th17 cells have a pathological role in the development of T1D. On the other 
hand, RA is an autoimmune disease that results in chronic inflammation and tissue damage in the 




an intense debate. Once attributed to Th1 arthritogenic cells, the subsequent discovery of the Th17 
subset indicated a central role for these cells in this pathology, recently becoming a target for the 
treatment of the disease. Studies exploring the neutralization of IL-17 by antibodies or using IL-17-
deficient mice showed that this cytokine is involved in the autoimmune collagen-induced arthritis 
(CIA) model. In humans, existing studies suggest that Th17 cells and their related cytokines play an 
important role in the pathogenesis of RA and its number in peripheral blood is associated with disease 
activity. Moreover, IL-17 levels are increased in the synovial fluid of RA patients. This cytokine, 
through its specific receptors, is able to modulate the function of other cells in the joint such as 
fibroblast-like synoviocytes (FLS), macrophages, chondrocytes and osteoclasts. Thereby, IL-17 is a key 
orchestrator of RA chronicity. 
Vasoactive intestinal peptide (VIP) is a 28 aminoacid neuropeptide first isolated by Said and 
Mutt that belongs to the secretin family. This neuropeptide is widely distributed in the central and 
peripheral nervous system, and it is produced by several endocrine and immune cells, including T 
cells.  Its action is mediated by three heterotrimeric G-protein-coupled receptors, VIP and PACAP 
receptor type I (VPAC1), VIP and PACAP receptor type II (VPAC2) and PACAP receptor type I 
(PAC1). It is able of eliciting a broad spectrum of biological actions, modulating both innate and 
adaptive immunity. Predominantly, it shows an anti-inflammatory function. VIP modulates the 
generation and function of different CD4 T cell subsets. It is well known that it decreases Th1 
responses, increases Th2 response and promotes T-regulatory functions in both in vivo and in vitro 
studies. On Th17 cells, the results are opposing. It has been described that VIP inhibits the Th17 
response in autoimmunity, while it has been published that VIP promotes the in vitro Th17 
differentiation in mice. 
An increasing body of in vivo data indicates that administration of VIP may have promising 
outcomes in the treatment of inflammatory and autoimmune diseases, such as multiple sclerosis, RA, 
Sjogren’s syndrome and Crohn’s disease. Related to T1D, previous reports indicate that VIP also 
prevents diabetes development in NOD mice, reducing circulating levels of Th1 cytokines and 
increasing markers for regulatory T cells. On the other hand, it has been shown that this neuropeptide 
prevents the development of CIA through its anti-inflammatory and immunomodulatory actions. In 
human RA, VIP is present in the joint microenvironment and its therapeutic effects have been 
supported by several studies. Recently, circulating VIP levels have been described as a prognostic 
biological marker predicting the evolution of early RA patients. 
Given the crucial role of Th17 cells in the development of inflammatory response in both 
diseases, it is important to know the regulatory mechanisms involved in their differentiation, 
proliferation, and function. Therefore it is very interesting to know the potential modulation of VIP on 
Th17 cells. Study of the effect of VIP on Th17 subset could be important for the design of therapies to 
autoimmune diseases such as T1D or RA diseases. Taking account this hypothesis and the above 




1. To study the effect of VIP on the in vitro activation of Th17 memory and other murine and human 
CD4 T subpopulations. We analysed the VIP function on the generation of different Th responses after 
in vitro activation of CD4 T lymphocytes from Balb/c mouse. We also characterized the VPAC1 and 
VPAC2 receptors expression and the VIP effect on human memory Th cells from peripheral blood of 
healthy donors after their in vitro activation. 
2. To analyse the effect of VIP on the in vitro differentiation of human Th17 cells from naïve CD4 T 
lymphocytes from umbilical cord, characterizing also the VPAC1 and VPAC2 receptors expression. 
3. To examine the effect of VIP on the in vitro polarization towards Th17 subpopulation of human 
memory CD4 T cells from peripheral blood of healthy donors, characterizing the VPAC1 and VPAC2 
receptors expression. 
4. To determine the in vivo effect of VIP on different CD4 T subpopulations in the experimental model 
of autoimmune diabetes NOD, characterizing the Th17 and other Th responses and the balances 
between different Th subpopulations. 
5. To compare the Th17 profile of activated memory Th cells from RA patients with memory cells from 
healthy donors. 
6. To compare the Th17 profile of polarized memory Th cells from RA patiens towards Th17 subsets 
with cells from healthy donors. 
7. To analyse the effect of VIP ex vivo on memory Th17 cells and other Th subpopulations from 
peripheral blood of patients with early RA, after in vitro activation and after their in vitro polarization 
towards Th17 subset. We also characterized the VPAC1 and VPAC2 receptors expression in these cells.   
 
In order to get these aims, in vitro studies were performed after cell isolation. In murine studies 
we isolated splenocytes and activated/expanded them during five days. In the case of human 
memory cells from healthy donors or RA patients, we isolate CD4 and CD45RO double positive T cells 
form peripheral blood and cultured them during 7 days under activation/expansion or polarization 
into Th17 subset conditions. For human Th17 differentiation analysis, we isolated CD4 and CD45RA 
double positive T cells from cord blood and cultured them under Th17 differentiation conditions 
during 7 days. All studies were made in two situations: presence or absence of VIP. After cultures, 
immunocytochemical analysis, proliferation analysis, real time PCR, enzymeimmunoassay and flow 
cytometric analysis were performed. On the other hand, in vivo analysis of the VIP effect on Th cells 
from NOD mice was made through samples extraction of pancreas and spleen of diabetic mice, which 
were treated or not with the peptide. Analyses were made during the disease development until 30 
weeks of age. Cells or RNA were extracted from pancreas or spleen and cytometry studies or real time 
PCR were performed.  
Summarized results show that VIP modulates Th cells and specifically Th17 subset in both 
murine and human, as well as in healthy and in diabetic or arthritic pathologies. First, we analysed the 
VIP function on in vitro activated murine and human Th cells. Related to the VIP effect on murine 




subpopulations. On Th17 subset, this neuropeptide shows adverse effects on their functionality. 
Likewise, on Th1 cells, we observed that VIP has a negative influence on the Th1 function. 
Considering both subpopulations, the presence of VIP increased the cytokines and transcription 
factors typically related to Th17 cells over those of the Th1 cell subset in activated splenocytes. About 
Th2, we could not conclude a specific effect of the neuropeptide. However, we detected that VIP 
increases the Th2 function over the Th1 and Th9 functions. On the other hand, we observed that, in 
the absence of IL-2, VIP is able to increases the percentage of CD4+CD25+ cells in activated 
splenocytes. Moreover, VIP decreases the iTreg/Th17 and the iTreg/Th1 balances in activated 
splenocytes. In conclusion, our data using activated splenocytes from healthy mice as ex vivo model 
show that VIP modulates the balances between different Th subsets, being this the first study showing 
that VIP also affects Th2/Th9 and iTreg/Th1 ratios. 
Related to the VIP effect on human activated Th cells, our data show that VIP inhibits the 
functional Th17 response over in vitro activated Th lymphocytes. Moreover, the phenotypic analysis of 
these cells showed that the neuropeptide was able to reduce the pathogenic and phenotype of these 
cells, decreasing the expression of pathogenic markers and increasing the expression of cytokines 
related to the non-pathogenic profile. Likewise, VIP was able to decreases the Th17/1 profile of these 
cells.  
On the other hand, we checked the VIP effect on the in vitro differentiation of naïve Th cells 
into Th17 subset. Our data point that VIP promotes the human Th17 differentiation trough VPAC1 
and VPAC2 receptors. During Th17 differentiation the expression of both receptors is changed, 
showing an increase in VPAC2/VPAC1 ratio in Th17 differentiated cells. On these cells, VIP increases 
their proliferation rate and maintains their potential capacity of migration in response to CCL20. 
About the profile of Th17 differentiated cells, the peptide maintains their non-pathogenic prolife and 
decreases their Th17/1 profile.  
At the same time, we examined the VIP function on the in vitro polarization of human Th 
memory cells into Th17 subset. First, analysis of VPAC receptors expression indicate that VPAC1 and 
VPAC2 are expressed in Th17 polarized cells, which present an increased VPAC2/VPAC1 ratio 
compared to non-polarized Th cells. Data show that VIP is able to promote the Th17 response when 
the microenvironment conditions favour the Th17 response generation. Related to the phenotype of 
these cells, VIP is able to favour their non-pathogenic phenotype increasing the production of 
cytokines associated to the non-pathogenic profile. Moreover, VIP decrease the Th17/1 profile and 
increase the Treg/Th17 profile of these cells.  
All results described above refer to murine or human Th and Th17 cells in healthy conditions, 
however we also analysed the VIP effect on Th cells in inflammatory environments. In mice, we 
determine the in vivo effect of the neuropeptide on Th subpopulation in a model of T1D, the NOD 




with early RA. Related to VIP effect on Th subsets from diabetic mice, data shows that this 
neuropeptide negatively interferes with the functionality of Th17 cells. However, VIP increase the 
Th17 response over the Th1 response, while in diabetic mice the Th17/1 ratio decline during the 
progression of the disease. Moreover, VIP modulates the CD4+CD25+ T cells development and 
function, and may override the breakdown of self-tolerance during autoimmune diabetes in mice. 
Likewise, the peptide is able to modulate the Treg/Th17 balance, which is decreased during the 
disease, showing an increase in the Treg/Th17 ratio and leading to tolerance in NOD mice. Likewise, 
the treatment with VIP negatively modulates the Th1/Th2 ratio, increasing Th2 relative to Th1 
subsets. All results are according to data observed in healthy mice, indicating that VIP is able to 
differentially modulate each Th subsets and the balances between different subpopulations in mice, 
having a crucial impact in diabetic mice. These results suggest that VIP could be a potential 
therapeutic agent in diabetic patients.  
Otherwise, related to the study of the VIP effect on Th and Th17 subsets from early RA 
patients first we analysed the Th17 response and their relationships with other Th subsets compared 
with the Th cells from healthy donors. We detected that cells from RA patients are more committed to 
Th17 response, and they showed a more pathogenic phenotype and a greater Th17/1 profile than cells 
form healthy donors. Next, we study the VIP effect on in vitro activated Th cells and on in vitro 
polarized Th17 from RA patients. Analysis of VPAC receptors expression indicate that VPAC1 and 
VPAC2 are expressed in both activated Th and polarized Th17 cells, which present an increased 
VPAC2/VPAC1 ratio compared with non-polarized Th cells. With respect to activated Th cells, results 
suggest that VIP decreases the Th17 response. Also, on these cells, VIP decreases their pathogenic 
phenotype, reducing the expression of markers associated to pathogenic profile. On the other hand, 
VIP favours the Th17 response after the in vitro polarization of Th cells into Th17 subset. However, the 
peptide inhibits the pathogenic phenotype of these cells, decreasing the pathogenic markers, 
inhibiting the Th17/1 profile and favouring the Treg/Th17 profile. Therefore, results from RA patients 
showed that VIP modulates in vitro the Th17 subset in these patients, and it could be interesting for 
RA treatment.   
Based on these results, the specific conclusions of this Doctoral Thesis are:  
 1. VPAC1 and VPAC2 receptors are expressed in human Th cells after in vitro activation and after their 
in vitro differentiation or polarization into Th17 subtype. 
2. In vitro differentiated and polarized Th17 cells exhibit a change in the VIP receptors expression 
pattern, showing an increased VPAC2/VPAC1 ratio. 
3. In patients with early RA, VPAC1 and VPAC2 receptors are expressed on in vitro activated memory 
Th lymphocytes and on in vitro polarized Th17 cells, showing increased expression of both receptors 





4. The neuropeptide VIP differentially modulates the Th subpopulations after in vitro activation of Th 
cells from Balb/c mice, inhibiting the Th1 and the Th17 responses, and promoting the regulatory T 
response.  
5. VIP modulates the balance between different subpopulations of in vitro activated Th cells from 
Balb/c mice, increasing the Th17/Th1, Th2/Th9, Treg/Th17 and Treg/Th1 balances, and decreasing 
the Th1/Th2 balance. 
6. VIP inhibits the Th17 response, the pathogenic phenotype and the Th17/1 profile of in vitro 
activated memory Th cells from healthy donors. 
7. The neuropeptide VIP induces the in vitro differentiation of human Th17 cells. Likewise, VIP 
promotes the proliferation, maintains their non-pathogenic phenotype and reducing their Th17/1 
profile. 
8. VIP promotes the in vitro polarization of human Th17 cells from memory Th lymphocytes from 
healthy donors. Likewise, the peptide increases their non-pathogenic phenotype, it favours their 
regulatory T profile, and it inhibits their Th17/1 profile. 
9. In the NOD model of experimental autoimmune diabetes, VIP inhibits the Th17 response while it 
promotes the Treg response. Moreover, this neuropeptide modulates the balance between different Th 
subsets, increasing Th17/Th1 and Treg/Th17 balances and decreasing the Th1/Th2 balance. 
10. In vitro activated Th cells and in vitro polarized Th17 cells from patients with early RA show an 
increased Th17 response, a greater pathogenic phenotype and a greater Th17/1 profile than cells from 
healthy donors. 
11. In patients with early RA, VIP shows an inhibitory effect on the Th17 response and the pathogenic 
profile of in vitro activated memory Th cells. 
12. In patients with early RA, VIP promotes the Th17 response of memory Th lymphocytes after their 
in vitro polarization. However, the peptide inhibits their pathogenic phenotype and their 
Th17/1profile, and it increases their Treg/Th17 profile.  
In summary, although additional studies are needed to clarify completely the VIP effect, all 
conclusions show that VIP modulates the Th cells and specifically the Th17 subset in both, murine and 
human species. Likewise, the peptide is able to modulate these cells in healthy and inflammatory 
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